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RESUMEN

El maiz es uno de los cereales mas importantes en México, el maiz blanco se destina
principalmente al consumo humano y el amarillo se destina a la industria de alimentos
balanceados para la produccién pecuaria, industria almidonera y en menor proporcion
para autoconsumo. Este grano, es parte de la alimentacion de los mexicanos y se
prepara en diferentes formas como: tamales, elote, esquites, tlaxcales, tortilla y
bebidas fermentadas. En 2019, se sembr6 una superficie total de 430,001 hectareas
de maiz en el pais. Es muy importante mitigar el dafio en granos y semillas de maiz
amarillo, asi como evitar la produccion de sustancias perjudiciales a la salud humana
y animal como micotoxinas, es de gran importancia, y para ello se han empleado
distintos métodos para erradicar a los agentes patdégenos de granos y semillas. Entre
los que se encuentra, la radiacion de los granos con luz UV-C. En este trabajo, se
irradiaron muestras de maiz amarillo (Zea mays L.) hibrido cortesano con luz UV-C a
254nm con un tratamiento previo de remojo por 24 horas a un lote de dos lotes en
este experimento. Los tiempos de exposicién a la luz UV-C fueron de 5, 10 y 15
minutos. Para posteriormente evaluar el tratamiento mas efectivo. En el vigor se
mostré un efecto positivo a los 10 minutos, aumentando un 31.63% con respecto al
control, favoreciendo asi la calidad fisiologica. Ademas, de observarse una tendencia
en el aumento de longitud media de plimula a los 15 minutos en semillas sin remojo
previo. La luz UV-C tuvo un efecto fungistatico en la micobiota presente en las semillas
de maiz, a una longitud de onda de 700 W/ m2, la cual redujo la micobiota hasta un
41.37% en la semilla con remojo a un tiempo de exposicién de 10 minutos, y el mayor
efecto alcanzado fue en la semilla sin remojo con una reduccion de un 73.22% en la
micobiota exdgena con respecto al control. En este trabajo fueron identificadas cuatro
especies del género Fusarium, seis especies del género Penicillium, dos especies del
género Aspergillus, una cepa del género Mucor sp y un aislado del género Rhizopus
sp. Todos los hongos mencionados anteriormente, son patégenos del maiz,
ocasionando diversas enfermedades en la planta, ademas de producir de

micotoxinas, capaces de provocar dafios a la salud de los consumidores finales.



INTRODUCCION

La seguridad alimentaria es un tema de preocupacion a nivel mundial pero
principalmente en paises en vias de desarrollo, el estado de los alimentos, asi como
la presencia de los potenciales y diversos patdgenos que los invaden, como los mohos
productores de micotoxinas pueden representar un riesgo potencial para la salud
humana y animal, estos hechos tienen relevancia tanto en el sector salud como en la
economia de un pais. Para mitigar el dafio provocado en granos y semillas por
diversos patégenos, se han utilizado distintos métodos para el control o erradicacion
de éstos. La irradiacion con luz ultravioleta, es un método que ha sido utilizado para
la esterilizacion del aire y superficies de frutas y verduras con el objetivo de eliminar

agentes patdgenos como los hongos (Rivera et al., 2007).

Cualquier producto agricola es blanco de ser afectado por una gran variedad
de hongos que son capaces de infectarlo en cualquier momento de su proceso, desde
el campo, cosecha y almacenamiento (SAGARPA, 2016), siendo entonces, estos
hongos clasificados como de campo, almacén o deterioro avanzado dependiendo del
momento en el que infectan al grano, esta clasificacion fue propuesta principalmente
por Christensen y Kauffman (1969) desde un punto de vista ecol6gico. Algunos
patégenos de granos y semillas, como el género Fusarium spp han sido considerados
como los principales agentes causales de enfermedades (Dinolfo et al., 2014), otros
hongos como Aspergillus spp presenta especies capaces de invadir granos y semillas,
que ademas de inducir dafio, pueden sintetizar también micotoxinas pudiendo poner
en riesgo la salud de quien las consume, como el caso de las llamadas aflatoxinas
(Londono, 2017). Debido a la alta prevalencia y diversidad de hongos que invaden
granos y semillas, se han desarrollado diversos métodos para combatirlos, tanto en
campo como durante el almacenamiento y prevenir los problemas relacionados con
micotoxinas. Siendo uno de estos métodos, la irradiacion de luz UV-C empleada como
agente fungistatico en granos para consumo humano y animal. En ocasiones este
método puede ser combinado con otros métodos para obtener mejores resultados y
asi disminuir el uso de fungicidas sintéticos para el control de estos hongos (Vasquez,
2018).



Dentro de la gama de luz ultravioleta, la luz UV-C ha demostrado tener un
efecto significativo para la eliminaciéon de hongos asociados con granos de trigo, asi
como en el incremento de la calidad de los granos destinados a la alimentacion
(Hidaka y Kubota, 2006). Los efectos en los hongos debido a la luz UV van desde
mutaciones, retraso en crecimiento o incluso la muerte, actuando entonces como
agente fungicida (Devotto y Gerding, 2003). Es importante conocer el estado de los
granos destinados a la alimentacion e implementar diversas estrategias para erradicar
la formacién de hongos y asi prevenir futuros efectos de micotoxinas asociadas a

hongos que infectan estos granos.

CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades del maiz

El maiz (Zea mays L.) se clasifica dentro del Reino Plantae, division
Magnoliophyta, Clase Liliopsida, Subclase Commelinidae, familia Poaceae,
Subfamilia Panicoideae, Tribu Andropogoneae, Género Zea, Especie mays. Sus
origenes datan de los afios 8000 - 600 A.C. entre México y Guatemala, pertenecientes
a Mesoamérica (Acosta, 2009). Sus granos son de un gran valor nutrimental y
econdémico a nivel mundial debido a su uso para la alimentacion humana y animal. ).
De acuerdo con la SIAP (2018), el cultivo de maiz forrajero para el afio agricola Otofio-
Invierno + Primavera-Verano (OI+PV) en el 2017, la superficie cosechada fue de
588,470.98 hectareas con un total de casi 16,700 toneladas de producto. Mientras
gue en el grano de maiz la superficie cosechada fue de 7,327,501.43 hectareas con
un total de casi 27.800 toneladas en el mismo afo agricola. Un afio después en 2018,
la produccion de grano de maiz en México fue de 27.1 millones de toneladas, de las
cuales 17.4 millones corresponden a maiz forrajero. Sin embargo, en el afio agricola
2019 se sembro una superficie total de 430,001 hectareas de grano de maiz (SIAP
2019). El 39% de la superficie agricola nacional (es decir, mas de 8 millones de
hectareas), junto con la produccion de granos de maiz y oleaginosas (un 63% de la
superficie agricola nacional) contribuyen en un 8% al producto interno de la agricultura
en nuestro pais (Luna et al., 2012). México es un pais con un alto consumo de este
grano, es consumido especialmente en diversos platillos que han sido parte de la base

de la alimentacion mexicana. Entre las diversas formas que se pueden encontrar,
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estan los tamales, elote, esquites, tlaxcales, tortilla y bebidas fermentadas (Gonzalez-
Cortés et al., 2016). Sin embargo, su uso también esta destinado para la alimentacion
de animales de corral, como forraje verde en varias etapas de crecimiento de la planta,
por ejemplo, los restos de la cosecha del maiz que aun se mantienen verdes y en pie

son usados para forraje.

1.2 Estructura del grano

La morfologia del grano de maiz se compone del pericarpio, que comprende la
epidermis; el mesocarpio; las células transversales; células tubulares y la testa o
cubierta seminal. Este pericarpio, se constituye de una matriz sacérida, con un
pequefio porcentaje de lignina brindandole a la estructura propiedades de rigidez,
firmeza y resistencia; el endospermo que contiene la capa de aleurona es un tejido
formado por capas de células lineares ubicadas por debajo del pericarpio, presenta
componentes proteicos y minerales, sin embargo, estos componentes no estan
disponibles para las enzimas digestivas, sino hasta que las células son desintegradas
durante la molienda del grano; el endospermo cristalino o corneo; el endospermo

harinoso y células llenas de granulos de almidén (Wrigley et al.,2004).

1.3 Valor nutrimental y composicién quimica

En el maiz presenta un alto contenido de proteinas, mayoritariamente en el
endospermo y el embrién, aunque existen diferencias entre la cantidad contenida en
cada uno, el embridn suele contener 80-85% de proteina mientras que el endospermo
contiene solo el 15-20% de la proteina total (Cuadro 1). Sin embargo, las cantidades
son relativas al ser condicionadas por aspectos como el tipo, textura, medida,
genotipo y ambiente en el que se desarroll6 el grano. El endospermo es conocido
como el reservorio energético encargado de alimentar al embriébn durante la
germinacion y constituye el 80-85% del peso total del grano, mismo que esta
compuesto por un 87% de almidon, 9% de proteinas, 2% de fibra bruta
(principalmente hemicelulosa), 1% de grasas, 0.5% de azucares, 0.3% de elementos
traza; y el germen o embrién, la plimula o gémula con sus hojas primarias y la radicula
o0 raiz rudimentaria, el embrién constituye de un 10-12% del total del peso del grano.

Contiene un 34% de lipidos, 20% de proteinas, 12% de azUcares, 8% de almidon,
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10% de minerales y de elementos traza ademas de un 14% de fibra (Wrigley et
al.,2004).

Cuadro 1. Composicién quimica del grano de maiz.

Endospermo Embrion
80-85% del peso total del grano 10-12% del peso total del grano
87% almidon 8% almidon
9% proteinas 20% proteinas
2% fibra 14% fibra
0.5% azucares 12% azucares
0.3% elementos traza 10% elementos traza y minerales
1% grasas 34% lipidos
Fuente: (Wrigley et al ., 2004)

1.4 Fisiologia del maiz

El metabolismo de las semillas viables se activa mediante imbibicion de agua
causando la hidratacion de la semilla que a su vez da lugar a la elongacion celular y
division celular, después se lleva a cabo una diferenciacion tanto de células como de
tejidos dentro de ésta. Una vez que ocurre una rehidratacion la semilla sufre un
aumento en su proceso de respiracion y comienza la produccion de enzimas que
conducen a una digestibn enzimatica de reservas, mismas que sufriran
posteriormente una movilizacion por toda la semilla para ayudar al crecimiento y
diferenciacion de tejidos.

Las condiciones de luz, oxigeno, agua y temperatura deben ser favorables para
la semilla, de lo contrario la germinacion no puede ocurrir. Ademas, la semilla debe
estar libre de dormancia para llevar a cabo su metabolismo correctamente y estar libre
de patdgenos que impiden la germinacién. El tipo de semilla y las condiciones en que
esta es almacenada, son variables e influyen en el tiempo en que éstas aun

conservan la capacidad de germinar, es decir; influyen en su viabilidad (Doria, 2010).
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1.5 Usos del maiz amarillo en la industria alimentaria

El maiz amarillo es destinado a la industria alimentaria como ingrediente
principal de alimentos balanceados para la alimentacion pecuaria, son convertidos en
estos derivados mediante dos procesos: la molienda en seco y la molienda hiumeda.
En la molienda en seco se obtienen productos primarios como harinas corrientes,
sémolas y harinas finas, sus productos derivados son numerosos y dependen
sobretodo del tamafio de las particulas clasificandose como sémolas normales,
sémolas gruesas, sémolas en escamas, conos, harina de maiz y harina fina de maiz.
Cuando se procesa mediante molienda humeda, se obtienen almidones, como el
almidén del endospermo, aceites del germen y otros subproductos de gran valor como
piensos y gluten. El almidon se utiliza como materia prima para productos alimentarios
y no alimentarios (FAO, 2019).

1.6 Usos del maiz amarillo en la industria pecuaria

De acuerdo con Al-Karaki y Al- Hasim (2012), es posible producir mediante
hidroponia rendimientos de forraje verde con hasta 5,000 toneladas por hectarea al
afio con un total de 25 cosechas anuales de cultivos como alfalfa, cebada y sorgo,
ademas, de que esta tecnologia es mucho mas eficiente en su ahorro de agua en
comparacién con la produccion en campo. La hidroponia es una técnica que involucra
el crecimiento de plantas en soluciones nutritivas (agua y fertilizantes) con o sin el uso
de sustratos artificiales, entre los que se encuentran la grava, vermiculita, peat moss,
fibra de coco, entre otros que le proveen a las plantas un soporte mecanico. Sin
embargo, los sistemas liquidos de hidroponia no contienen ningin medio de soporte
para las raices. Los sistemas hidropdnicos son clasificados como sistemas abiertos
en el caso del uso de la solucion nutritiva para las raices sin ser reutilizada, y el
sistema cerrado donde estas soluciones nutritivas son reusadas en un sistema que

recolecta y redistribuye la solucién por todo el cultivo (Jensen, 1991).

1.7 Uso de maiz, como Forraje Verde Hidropénico (FVH)

El maiz, ademas de ser utilizado para la obtencion de edulcorantes, almidon
industrial, aceites, dextrinas y otros derivados como alcohol industrial, etanol y aceites

(Grande y Orozco, 2013), es utilizado en su forma germinativa, como forraje verde
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hidroponico (FVH) para alimentacion de ganado, que busca luchar contra las
dificultades de la alimentacion en zonas aridas y semiaridas, para obtener la biomasa
a partir del crecimiento inicial de las plantulas de maiz, produciendo un forraje de alta
digestibilidad y alto valor nutrimental que esté en condiciones Optimas para la
alimentacion del ganado (Lépez et al., 2009).

El FVH es la produccion de material vegetal con la finalidad de obtener
plantulas en sus estados tempranos de crecimiento posterior de la germinacion de
semillas forrajeras viables como leguminosas y cereales bajo condiciones controladas
de luz, humedad y temperatura en ausencia de suelos, sustituyéndolos por charolas
de germinacion, siendo cultivos con crecimientos no superiores a los 12-15 dias (FAO,
2001). El FVH es materia viva con un alto valor nutricional, como resultado de la
activacion del metabolismo de la semilla en su proceso de germinacién. En
Latinoamérica se suele cortar el tallo que queda por encima de las mazorcas y que
se mantiene tierno para alimentar al ganado. Es una fuente de alto contenido
energético para el ganado por la alta cantidad de almidén y bajo contenido de fibra.
Hay preferencia por el maiz amarillo el cual se puede emplear como grano entero,
molido gruesamente, cocido al vapor o seco con otras fuentes de vitaminas y
proteinas (Paliwal, 2001).

El FVH ha presentado notables resultados como alimento para animales,
encontrando que la produccion y calidad fisicoquimica en la leche de cabras de raza
Saanen suministradas con una dieta de alfalfa henificada y forraje verde hidropénico
al 30%, presenta notables beneficios, se producen mayores cantidades de leche en
comparacién con dietas tradicionales compuestas de alfalfa henificada y vaina de
mezquite. Los analisis de la leche mostraron mayor contenido de sélidos no grasos,
sélidos totales, contenido de caseina y proteinas, siendo éste un indicador de calidad

en la leche de cabra (Garcia-Catrrillo et al., 2013).

La produccién FVH como en todo sistema, tiene una serie de ventajas y
desventajas en su generacion. Juarez et al., (2013) mencionan que la cantidad de
agua requerida en este tipo de tecnologia es menor, al encontrar que para la
produccion de 1 kg de forraje tan solo se necesitan 8 litros de agua en comparacion
con los cultivos tradicionales en donde son suministrados hasta 635 litros por kg de
produccion. La eficiencia en el uso de espacio es otra ventaja mencionada, siendo

comparados los 170 metros cuadrados de charolas para FVH, con hasta 5 hectareas
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utilizadas en una produccion convencional. La eficiencia en el tiempo de produccion
compite con un ciclo de 10 a 14 dias para el FVH antes de ser cosechado, y la calidad
del forraje obtenida en ese tiempo como otra ventaja, obtienen altos valores en
vitaminas como la A y E asi como un aumento en la cantidad de carotenoides (250 a
350 mg/kg de materia seca) y la cantidad de minerales como el calcio, fésforo y hierro.

Entre las desventajas de esta tecnologia son relevantes algunos aspectos
como costos en instalacion (dependiendo del tipo de instalaciones que utilice el
productor), una baja cantidad de materia seca, asi como la desinformacion o baja
capacitacion en los productores principalmente en aspectos como son la prevencion
de posibles enfermedades, estandarizacion de variables como luz, temperatura y

contenido de humedad.

En hidroponia es comun el uso de irrigacion en distintos intervalos de tiempo
para los cultivos. Si esta irrigacion, debido a un mal suministro de energia es alterada,
podria resultar en la proliferaciéon de distintos hongos patégenos para el forraje. Estos

hongos ademas son perjudiciales para la salud del ganado (Vivek, et al., 2018).

1.8 Hongos que invaden el grano

Para que un hongo pueda establecerse en los granos como el maiz, se
necesitan factores que favorezcan su prevalencia, crecimiento y reproduccion. Estos
factores pueden dividirse como: a) factores fisicos, que contemplan aspectos como;
la actividad del agua (aw), también llamada agua libre o disponible, humedad o agua
libre y la temperatura; b) factores quimicos, como la composicion del sustrato, pH,
nutrientes minerales, potencial de éxido-reduccién Op/CO; y c) factores biologicos,
como la presencia de microbiota e insectos.

Para que la germinacion de esporas de hongos se lleve a cabo en los granos
y semillas es necesaria la disponibilidad de agua en forma libre (aw). En un silo vertical
si la humedad relativa en equilibrio (HRE) asciende entre un 80-85%, el contenido de
humedad del grano aumenta favoreciendo el desarrollo de los hongos, ademas, de
desencadenar un aumento de la actividad respiratoria entre grano-hongo (y otros
agentes como insectos si estdn presentes) elevando aln mas, el contenido de
humedad y la temperatura del grano, provocando focos de calentamiento y el

deterioro del mismo, pudiéndose producir olores desagradables provenientes de la
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actividad de bacterias y el mal aspecto del grano disminuyendo su valor comercial o
en el peor de los casos perdiéndose por completo la cosecha (Vasquez, 2016). Los
granos de maiz con una HRE entre 65-75% o incluso menor (que corresponde a un
contenido de humedad del 12.5%) pueden ser almacenados por un largo periodo
(Gimeno y Matrtins, 2011). Asimismo, cuando los granos son dafiados mecanicamente
por cosechadoras mal calibradas o el maltrato durante el traslado, los hongos pueden
establecerse con mayor facilidad en el germoplasma a través de heridas causadas
por dafio mecanico.

16



1.9 Ecologia de hongos en granos y semillas

Los hongos que invaden granos y semillas son clasificados ecolégicamente
como hongos de campo, almacén y deterioro avanzado. Dentro de los hongos de
campo se encuentran géneros como Fusarium (P. Michelli, 1729), Alternaria (Nees,
1816), Cladosporium (Link, 1816), Helminthosporium (Link, 1809), causando
enfermedades a sus hospederos y transmitiéndose de un ciclo a otro a través de las
semillas, estos hongos requieren de una humedad relativa de entre 90 y 100% en su
desarrollo. Los hongos de almacén como su nombre lo indica, son aquellos que se
desarrollan en sitios donde los granos se guardan para su preservacion: almacenes,
bodegas, silos y trojes, los principales géneros en esta clasificacion pertenecen a
Aspergillus (P. Michelli, 1709) y Penicillium (Link, 1809), estos hongos necesitan
humedades relativas de 65 a 90% para desarrollarse. Los hongos son capaces de
afectar el poder germinativo de los granos, asi como la calidad nutricional y sanitaria
de los mismos (Moreno, 1988). Los hongos de deterioro avanzado requieren altos
contenidos de humedad para su desarrollo, y en la naturaleza se encuentran sobre
materia organica en descomposicion. Estos hongos son indicativos de que los granos
han estado almacenados en altos contenidos de humedad y a su vez, otros hongos
les han antecedido en la sucesién microbiana. Los géneros representativos de este
grupo son Aspergillus, Chaetomium (Kunze 1817), Mucor (P. Michelli, 1753) y
Rhizopus (Ehrenb, 1821). Estos hongos pueden ser productores de metabolitos
secundarios llamados micotoxinas antes de que los granos o semillas sean
cosechados y procesados para la industria alimentaria, es decir durante su formacion
en el campo e incluso algunos producen las micotoxinas cuando son almacenados
(Soriano et al., 2007).

Esta contaminacion es perjudicial para la salud del ganado y de los humanos.
Entre los géneros mas importantes para la industria agroalimentaria, se encuentran
especies de los géneros Penicillium, Aspergillus y Fusarium, capaces de producir
micotoxicosis.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos
altamente toxicos para animales incluido el hombre, sus efectos pueden ser
perjudiciales a nivel genético, induciendo mutaciones y desencadenando actividad
teratdgena y carcindégena e incluso afectar a niveles inmunosupresores u hormonales

dependiendo de la toxina en cuestion. Pueden ser toxicas para los animales que las
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ingieren y en otros casos, son toxicas al estar en contacto con la piel, como es el caso
de algunas especies de Fusarium (Robledo et al., 2001). Para la sintesis de
micotoxinas, son cruciales los factores ambientales pre y postcosecha destacando el
contenido de humedad y la temperatura, ademas, del dafio por insectos, el tipo de
practicas de cultivo y la disponibilidad de nutrimentos (Vasquez, 2016).

Estos metabolitos se encuentran presentes como contaminantes de alimentos
para consumo humano y animal, principalmente en cereales, los cuales son la base
de la alimentacion en México y en paises en vias de desarrollo. Los productos
vegetales con mayor incidencia de micotoxinas son maiz, arroz, cacahuetes e incluso
semillas de algodén. También existe la presencia de estas toxinas en semillas de
oleaginosas como el girasol y la soya, en aceites vegetales sin refinar, en frutos secos
como almendras, avellanas y nueces, en las especias como pimentén, chile y
pimienta. Incluso en frutas secas como higos o pasas, en el café, cacao y en el resto
de cereales y sus productos derivados. Ademas, se encuentran en productos de
origen animal, como huevos, carne, sangre y visceras, aunque la tasa de
transferencia hasta ser productos comestibles suele ser muy baja, es por ello que su
control no suele considerarse prioritario desde el punto de vista de la salud publica
(Castillo et al., 2007).

1.10 Principales micotoxinas

En el caso del género Fusarium, presenta especies que producen diversas
micotoxinas como las fumonisinas, tricotecenos, zearalenona, toxina T-2,
deoxinivalenol y B1 (Ver Cuadro 2). Las fumonisinas, son la toxina secretada por
Fusarium en mayor cantidad, de ahi su relevancia en investigacién, aunque
dependiendo de la cepa del hongo, la sintesis de fumonisinas varia dependiendo de
las condiciones ambientales, nutricionales,y de las vias de sefializaciébn que actlan
positiva 0 negativamente sobre su produccion las cuales en campos de maiz se
asocian comunmente a una alta incidencia de infeccion por F. verticillioides
(Nirenberg, 1976), conocido como Gibberella moniliformis (Wineland, 1924) en su

estado teleomorfico y Fusarium proliferatum (Nirenberg, 1976).
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Algunas otras micotoxinas producidas por F. verticillioides, son la fusarina C,
tricotecenos, acido fusarico, toxina T-2, las naftoquinonas, la moniliformina y las
fumonisinas B1, B2 Y B3 (De la Torre-Hernandez et al., 2014).

Los efectos micotoxicos en humanos varian desde la presencia de la forma
gangrenosa del ergotismo provocada por los alcaloides ergéticos producidos por
Claviceps, con actividad vasoconstrictora; hasta efectos toxicos inmediatos,
inmunosupresores, mutagenos, teratdbgenos y carcind0genos que pueden ser
producidos por aflatoxinas, en donde el 6rgano diana de estos efectos es el higado.
En el caso de las ocratoxinas, se han encontrado efectos nefrotoxicos, teratbgenos e
inmunosupresores. Algunas especies del género Aspergillus que pertenecen a la
secciéon Flavi producen principalmente aflatoxinas de tipo B y G (Cuadro 3) estas
letras se refieren a la fluorescencia que emiten con la luz UV, ya sea azul “blue” o
verde “green”. Dependiendo de la especie pueden producir cierto tipo de aflatoxinas,
por ejemplo Aspergillus flavus (Link, 1809) es la responsable de producir aflatoxinas
Bl y B2, Aspergillus parasiticus (Speare, 1912) y Aspergillus nomius (Kurtzman y
Hesselt, 1987) aflatoxinas B1, B2, G1 y G2. Factores estacionales y geogréficos asi
como condiciones de cultivos, cosecha y almacenamiento son importantes en cuanto
a la presencia y magnitud de contaminacion de ciertos productos por aflatoxinas.

Otras micotoxinas producidas por Aspergillus clavatus (Desm, 1834),
Aspergillus niger (Thieg, 1867) y Aspergillus terreus (Thom, 1918) son la patulina,
ocratoxina Ay la citrinina, respectivamente (Carrillo, 2003).
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Cuadro 2. Fumonisinas sintetizadas por especies de Fusarium y sus efectos en la
salud animal (Elaboracién propia, 2021).

Especie Micotoxina Efecto Fuente
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Cuadro 3. Aflatoxinas producidas por especies de Aspergillus y sus efectos en la

salud humana y animal (Elaboracién propia, 2021).

Hepatotoxicidad e induccién de
aflatoxicosis crénica. Carcindgena en

animales de experimentacién y en Martinez et al., (2013);
A flavus, A. parasiticus, B1 humanos, provocando carcinoma Lizarraga et al., (2013);
A. nominus, A. pseudotamarii hepatocelular. En los animales el Pefa et al., (2007)

sistema inmune se deteriora y se
reduce la asimilacion de nutrientes en
la dieta. En pollos y cerdos hemorragias
e inmunosupresion.

Ha sido encontrada junto a la B1 en

muestras de tumores hepatocelulares. Peraica et al., (2000);
A flavus, A parasiticus B2 Se han reportado vémitos, molestias Barkidere et al_, (2012)

abdominales, anorexia, taquicardia y

hemorragia gastrointestinal.

Cirrosis, dafio hepatico, induccion de

A. parasiticus, A. flavus G1 tumores, teratogénesis, acumulacion en Soriano del Castillo
tejidos. Disminucion de la eficiencia del (2007);
sistema inmunitario. Barkidere et al_, (2012)

Penicillium presenta especies productoras de citrinina, encontrada en
alimentos como arroz, maiz, trigo y cebada; y la ocratoxina A que fue reportada en
cepas pertenecientes a Penicillium verrucosum aislada de sustratos vegetales,
sobretodo cereales como trigo y cebada, ademas de la patulina sintetizada por
especies como Penicillum expansum y Penicillium sclerotigenum, encontrada
principalmente en cereales y ensilados durante el proceso de fermentacion lactica
previa en el alimento del ganado (Cuadro 4). En este tipo de productos la patulina se
mantiene estable, sin embargo, se descompone en cereales humedos (Soriano,
2007).
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Cuadro 4. Micotoxinas producidas por especies de Penicillium y sus efectos en la

salud animal (Elaboracién propia, 2021).

Acumulacion en higado, rifion y
P. verrucosum, P. nordicum Ocratoxina A musculo. VVomitos teratogénesis ~ Soriano del Castillo (2007);
y mutagénesis. Cabaries et al., (2010)

Fallos renales, nefropatia
porcina y cerosis tubular en
P verrucosum, P. expansum, Citrinina rifion. Mutagénica. Provoca Lura et al_, (2001);
P, citrinum, P. radicicola adenomas renales, alteraciones Ostry et al_, (2013)
en mitocondrias de rifién e
higado. Sindrome hemorragico
en ganado bovino.

Edema pulmonar, distencion del
tracto gastrointestinal,
P. expansum, P. griseofulvum, Patulina hemorragias e inflamacion Mallebera (2016);
P.ciavigerum, P.corpobium intestinal. Neurotoxica e Dombrink et al., (2005)
inmunotoxica, asi como
inmunosupresora, teratogena y
carcinégena.

1.11 Micotoxicosis

Este término define un amplio grupo de intoxicaciones causadas por la
inhalacion, contacto directo o ingestion de alimentos contaminados con micotoxinas
(Serrano y Cardona, 2015). Entre los efectos de las micotoxinas en animales se
encuentran el rechazo al alimento (pienso) producido por cambios organolépticos (es
decir, cambios tanto en el olor como en el sabor de los alimentos provocados en los
procesos de fermentacién y recalentamiento), hay pérdida de peso vivo y retrasos del
crecimiento en las crias. Los problemas pueden escalar a deficiencias inmunitarias,
con susceptibilidades a padecer enfermedades contagiosas e infecciosas debido a
una inmunosupresion, por otro lado gastroenteritis con diarreas y vomitos. Pueden
presentarse  efectos  neurotoxicos como  convulsiones y  paralisis.
En casos extremos de intoxicaciones cronicas y subagudas puede haber muerte
subita (Sanchez et al., 2012).

Para las fumonisinas se han visto efectos como vomitos, dolores abdominales,
borborigmos y diarrea transitorios, ademas de determinarse la incidencia de
fumonisinas B1 y B2 con alta incidencia de cancer hepatico primario (Peraica et al.,
2000).
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1.12 Métodos de control

Existen algunos métodos para el tratamiento de los granos con la finalidad de
reducir la cantidad de micotoxinas producidas por los hongos que los invaden. Uno
de ellos es la inactivacion quimica usada para granos de maiz para la inactivacion o
biotransformacion de las aflatoxinas en sustancias no tdxicas, mediante la
amonificacion y uso de altas presiones de temperaturas. Sin embargo, el proceso de
amonificacion es costoso para la mayoria de los productores en México (Plasencia,
2005).

El control bioldgico también ha sido utilizado en maiz, se inocula con una alta
cantidad de cepas no aflatoxigenas de A. flavus y A. parasiticus que conviven con las
pocas cepas presentes que si son toxigenas, la invasion por inoculacion de una alta
cantidad de cepas no toxigenas prolifera sobre la escasa poblacién toxigena
predominando en mayor cantidad. Disminuyendo asi la contaminacion por aflatoxinas
(Cardwell y Henry, 2005).

Un método fisico empleado como alternativa germicida, es la luz ultravioleta
(UV); se clasifica como luz no ionizante, con una longitud de onda de entre 100 a 400
nm. Dentro de ésta se le clasifica en tres tipos de luz UV: longitud de onda larga UV-
A que esta entre los 315 y 400 nm, onda media UV-B de entre 280 - 315 nm y la onda
corta UV-C que va de los 200 a 280 nm, siendo la luz UV-C la mas utilizada, su pico

de accion se encuentra en los 254 nm (Vasquez et al., 2011).

Una de las maneras en las que el ADN es afectado por la radiacion UV, es la
induccion a la formacion de dimeros de pirimidinas, provocando el enlace covalente
de dos de estas moléculas logrando su pérdida durante el apareamiento (Loayza,
2009).

Se ha observado que la accion de la luz UV-C sobre las semillas tratadas es
capaz de incrementar las tasas de germinacion en el maiz y que la temperatura de
esta radiacion, provee las condiciones adecuadas para la germinacion, la radiacion
rompe la cubierta de la semilla ayudando a una alta y rapida imbibicién de oxigeno y

agua interrumpiendo la dormancia, ademas de ser capaz de incrementar la
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respiracion celular promoviendo la actividad de la mitocondrial (Sadeghianfar et al.,
2019).

Se ha encontrado que la combinacion de hipoclorito de sodio con luz
ultravioleta a diferentes tiempos de exposicion reduce el porcentaje de granos
infectados con especies de Fusarium como Fusarium moniliforme, siendo esta
combinaciéon un tratamiento germicida que puede ser usado para el control de
incidencia de este género (Paez et al., 2011), estos efectos dependen del tipo de
grano de maiz (hibridos) en estudio y las caracteristicas de la radiacion (poder de la
lampara, distancia al grano, area, intensidad y tiempos de exposicion a la luz UV).
Estos autores concluyen que la luz UV-C procedente de lamparas pueden ser una
alternativa de bajo costo para asegurar la calidad sanitaria de los granos de maiz
siempre y cuando se cuiden aspectos como el espectro de germoplasma, los

pardmetros de irradiacion y el grado de infeccion de los granos.

CAPITULO Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la actividad anti fungica de la luz UV-C sobre la calidad sanitaria y fisiologica
de maiz amarillo con diferentes tiempos de exposicion, empleado en la industria

pecuaria y alimentaria.

2.2 Objetivos particulares

Determinar el efecto fungicida y/o fungistatico de la luz UV-C en maiz amarillo.
Identificar a nivel de género y/o especie la micobiota presente en maiz amarillo
irradiado.

Evaluar el efecto de la luz UV-C sobre la germinacion y vigor.

Evaluar el indice de desarrollo de las plantulas del maiz amarillo irradiado con luz
uUv-C
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CAPITULO lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Procedencia del grano de maiz amarillo

El maiz utilizado en este trabajo corresponde al hibrido Cortesano, cultivado
en el ciclo primavera-verano (P-V) 2018 en la comunidad de Santa Ursula
Chiconquiac, municipio de General Felipe Angeles, Puebla. Su cosecha se llevo a
cabo el 25 de octubre del mismo afo.

3.2 Pruebas para determinar el estado inicial del grano
3.2.1 Limpieza y homogeneizacion de la semilla

Para la limpieza de la muestra del grano se utilizaron tamices Alcon, (No. 5 con
una abertura de 0.157 pulgadas; No. 6 con abertura de 0.132 pulgadas) eliminando
impurezas y material extraiio, obteniendo el peso al final. En total se obtuvieron 24 kg
de maiz y el tamiz con las impurezas peso6 0.292g. Una vez pesada la muestra, se
pasé por un homogenizador Boerner (Figura 1) y se separaron submuestras para
determinar la calidad fisica y fisiologica. Este método aseguré una correcta
homogenizacion ademas de un reparto aleatorio de las muestras utilizadas para cada

prueba.

Figura 1.Homogeneizador Boerner para granos y semillas
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3.3 Calidad fisica del grano de maiz amarillo

3.3.1 Medicion del grano

Se realizé con el muestreo aleatorio de 20 semillas, midiendo en éstas, largo, ancho

y grosor con ayuda de un vernier TRUPER modelo CALDI-6MP.

3.3.2 Determinacion del contenido de humedad

Se determind por el método de secado en estufa, en el cual se colocaron en
diez cajas de aluminio, aproximadamente diez granos de maiz en cada una, se peso6
el contenido de las cajas de aluminio con y sin granos para tener la diferencia de
pesos y se llevaron a una estufa de conveccién marca Bluepoint, manteniéndolos a
una temperatura de 103°C durante 72 h, la diferencia se calcul6 entre el peso original
de la muestra de grano (peso humedo) y el peso después del secado en la estufa
(peso seco).

La ISTA (2010), sefiala que el contenido de humedad, expresado en
porcentaje, se puede calcular con la siguiente formula: (M2-M3) X 100/(M2- M1)
en donde:
M1= peso en gramos de la caja de aluminio y su tapa.
M2= peso en gramos de la caja, su tapa y la semilla entera, antes del secado de la
estufa.
M3= peso en gramos de la caja, su tapa y la semilla, después del periodo de secado
en la estufa.
Una vez fuera de la estufa se pesaron nuevamente para restar al peso original de las

semillas el contenido de humedad que la estufa elimino.

3.3.3 Peso hectolitrico

Se midié6 mediante una balanza volumétrica Seedburo Equipment Company
con capacidad de 1l, para conocer el grado de dureza del grano y la composicion del

endospermo.
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3.4 Calidad fisiologica

3.4.1 Pruebas de germinacién y vigor

Mediante el método de longitud media de la plumula se colocaron los granos
de maiz en pliegos de papel anchor para germinacion No. 78 Paper Company, St.
Paul, Minnesota, con lineas marcadas a los 3,5, 7,9, 11 y 13 cm de la linea central,
en la cual se acomodaron 25 semillas de maiz direccionando la plumula hacia las
medidas marcadas con la finalidad de observar la longitud alcanzada después de 7
dias (Figura 2). Se enrollaron los tacos de germinacion y se remojaron en agua
corriente para hidratar los granos y promover el proceso de germinacion. Una vez
hidratados, se resguardaron en oscuridad dentro de una germinadora, durante una
semana a una temperatura constante de 25°C, manteniendo con periodicidad la
humedad de los tacos.

Una vez pasado el tiempo de germinacion se realizd el conteo de semillas

germinadas, duras y muertas ademas, de la medicion del largo de las plumulas.

Figura 2. Taco con 25 semillas de maiz amarillo previo de la germinacion.

3.4.2 ldentificacion de la micobiota enddégena y exdgena inicial

Se empled el método de siembra en placa de agar en medio de cultivo de papa
dextrosa agar (PDA). Se realizaron 4 repeticiones con 15 granos por cada placa (total
60 granos). Para la micobiota enddgena los granos se desinfectaron superficialmente

con hipoclorito de sodio al 3% durante un minuto, posteriormente se enjuagaron con
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agua destilada estéril y se depositaron sobre toallas de papel previamente
esterilizadas y se sembraron en la placa de PDA en condiciones de asepsia. Se
realizo el mismo procedimiento para la micobiota exdgena omitiendo la desinfeccion
superficial y los granos fueron sembrados en placas de PDA adicionadas con tergitol,
incubando a 25°C por 5-7 dias. Pasado el tiempo de incubacion se cuantificaron y
aislaron los hongos presentes obteniendo cultivos axénicos para su posterior
identificacion a nivel de género. (Moreno 1988; Barnett y Hunter, 1988; Klich, 2002;
Mathur y Kongsdal, 2003; Warham, 1997).

3.4.3 Irradiacion del grano con luz UV-C con y sin pretratamiento de remojo.

Los granos de maiz amarillo fueron separados en dos muestras, una de ellas
se mantuvo en remojo por 24h previas a la radiacion, la segunda muestra no se dej6
en remojo. Se utilizé un prototipo de luz UV-C (Figura 3) disefiado por Hernandez-
Aguilar y Dominguez-Pacheco, investigadores de la ESIME, Zacatenco del Instituto
Politécnico Nacional.

S — = }\\

Figura 3. Prototipo de radiacién con luz UV-C empleado para la radiacién de grano
de maiz amarillo.
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El prototipo, consiste en una camara de rotacion automatizada anclada a una

estructura de soporte, con tres lamparas de luz UV-C una malla dentro del cilindro

para colocar las muestras y una salida de ozono (O3).

Los tratamientos consistieron en exposiciones a la radiacion con tiempos de 0,
5, 10 y 15 minutos. La longitud de onda utilizada fue de 254nm vy la intensidad de luz

UV-C fue de 700 pw/cm?
Se colocaron dentro de la malla, 2 kg de maiz amarillo y la exposicion del maiz durante

el tiempo definido se llevd a cabo mientras se mantenian en constante rotacion
mediante un sistema automatizado del prototipo. Tras la exposicion a los tratamientos,
una parte de las semillas fue separada en bolsas para dejarlas en remojo durante 24
h, pasado ese tiempo el maiz con y sin remojo fue llevado a germinacion en oscuridad

por 24 h a temperatura ambiente.

3.4.4 Evaluacién de peso seco en plantulas irradiadas con luz UV-C

Se sembraron 100 semillas previamente remojadas e irradiadas con luz UV-C
(tratamientos de 0, 5, 10 y 15 minutos), cada una en un semillero de peat moss (Figura
4). Cada tratamiento fue representado por 5 repeticiones de 5 semillas. Se germinaron
las semillas durante 7 dias en oscuridad, para continuar con la prueba se retiraron las
plantulas crecidas y se metieron en bolsas de papel estrazas previamente etiquetadas
y pesadas, las plantulas fueron pesadas antes de ser introducidas a las bolsas las
cuales se metieron a la estufa a 80°C por 24 h. Las bolsas con las plumulas se
depositaron en un desecador para que se enfriaran y después se sacaron de las
bolsas para pesarlas nuevamente. Se obtuvieron pesos de las plantulas secas y de
las bolsas secas para su posterior analisis y asi determinar el contenido de agua en

cada plantula.
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Figura 4. Semilla de maiz amarillo sembrada en semillero de Peat Moss

3.4.5 Evaluacion de longitud media de plumula y micobiota encontrada posterior a la
irradiacion

Se realiz6 una medicion de las plantulas crecidas en los semilleros de peat
moss para determinar el valor de la longitud media de plimula. Para determinar la
micobiota en plantulas, se ocuparon tacos de germinacién, separando las semillas
irradiadas con distintos tratamientos y los tacos se resguardaron a temperatura
ambiente durante siete dias. Una vez pasados los siete dias de germinacion, se
realizé el conteo de unidades formadoras de colonias por tratamientos de tiempo de
irradiacion. Para la longitud media de plumula posterior a la irradiacion con luz UV-C,
se midieron los centimetros de crecimiento entre plantulas germinadas y se reportaron

los resultados para su posterior analisis estadistico.

3.5 Evaluacion de la micobiota enddgena y exdégena en semillas de maiz amarillo

posterior a la irradiacion con luz UV-C

Se hizo el conteo utilizando el método de siembra en placa de agar en medio
de cultivo, papa dextrosa agar (PDA). Al igual que para la micobiota inicial, se llevaron
a cabo 4 repeticiones con 15 granos por cada placa (total 60 granos). Para hacer el
conteo de la micobiota enddgena, se desinfectaron superficialmente los granos con
hipoclorito de sodio al 3% durante un minuto, y posteriormente se enjuagaron con
agua destilada estéril depositandolos sobre toallas de papel previamente
esterilizadas. Se sembraron en las placas de PDA en condiciones de asepsia. Para

la micobiota exdgena, se realiz6 el mismo proceso omitiendo la desinfeccion
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superficial. Los granos fueron sembrados en placas de PDA adicionadas con tergitol,

incubando a 25°C por 5-7 dias.

3.6 Identificacion y caracterizacion de la micobiota presente en las semillas de maiz

amatrillo irradiadas con luz UV-C.

Las colonias identificadas y aisladas se caracterizaron a nivel de género siguiendo las
claves de Barnett y Hunter (1998). Las cepas de Fusarium previamente aisladas, se
sembraron en medio de cultivo de papa dextrosa agar (PDA) y clavel agar (CA) a 25°C
durante 7 dias, bajo ciclos de 12 h de luz cercana a la ultravioleta (combinacion de luz blanca
fluorescente fria y luz negra fluorescente) y 12 h de oscuridad (condiciones importantes para
su identificaciébn a nivel de especie). Posteriormente se identificaron a nivel de especie,
siguiendo las claves especializadas de Leslie y Summerell (2006). Para las especies de
Penicillium se sembraron en medios Agar Sacarosa extracto de levadura (YES) a 25°C, Agar
extracto de levadura (CYA) incubado a 5, 25 y 37°C, Agar extracto de Malta (MEA) incubado
a 25°C y Agar de nitrato de Glicerol al 25% (G25n) incubado a 25°C, durante siete dias. La
identificacion a nivel de especie se realizd siguiendo las claves especializadas de Samson y
Pitt (1990) y Pitt (1979). En el caso del género Aspergillus se sembraron en medios CYA a
25°C, MEA a 25°C, CY20S a 25°C, CYA a 37°C y CZ a 25°C durante siete dias y su posterior

identificacion a nivel de especie se realizé siguiendo la clave especializada de Klich (2002).
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CAPITULO IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion fisica del grano

Los resultados del promedio de veinte repeticiones en la medicion de los
granos de maiz fueron de 0.8 cm ancho, 1.14 cm largo y 0.58 cm grosor, esto para
una muestra de 20 semillas de maiz amarillo. Pérez et al., 2006 relacionan el tamafio
de la semilla con un efecto positivo en el peso seco de la planta y raiz de la misma,
asociandolo con un embrién mucho mas grande para estos casos, lo que determina
una mayor cantidad de sustancias de reserva para la semilla y futura plantula.
Variables como el peso seco, son éptimos indicadores del vigor de una semilla. Para
el ancho de la semilla de este trabajo, segun estos autores, pertenece a una semilla
de plano grande, la cual seria retenida por una criba con perforaciones redondas de
0.8 cm de ancho, ellos destacan que el tamafio de la semilla tiene un efecto directo
en el peso seco de la planta y de su raiz, lo cual indica un embrion de mayor tamarfo,
lo que puede verse reflejado en un incremento en el porcentaje y en la velocidad de
emergencia de las plantulas, asi como plantulas mas grandes y con mas acumulacion

de materia seca cuando se desarrollan en condiciones favorables.

Los resultados iniciales obtenidos para el contenido de humedad presente en
el grano de maiz amarillo analizado fue de 14.32, el cual cumple con lo establecido
dentro de la norma mexicana NMX-FF-034-1995 de especificaciones que debe reunir
el maiz amarillo.

El peso hectolitrico de 1 kg de la muestra fue de 82.5 g, parametro establecido

segun la norma oficial mexicana.
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4.2 Calidad fisiolégica previa a la irradiacion con luz UV-C

4.2.1 Pruebas de germinacion y vigor

Los resultados encontrados en la prueba de vigor mostraron que el porcentaje
de germinacion inicial fue del 98% (y el porcentaje de incidencia de hongos presentes
fue de un 37%.) El vigor esté relacionado con la longitud media de pliumula (LMP) y
el indice de evaluacién de desarrollo de plantula (IEDP), a mayor LMP e IEDP, mayor

sera el vigor de la semilla.

4.3 Determinacion e identificacion de la micobiota inicial enddégena y exégena

La identificacion de la micobiota en maiz previo a la irradiacion con luz UV-C,
(Cuadro 5) a nivel de género mostro resultados de Fusarium con un porcentaje
exdgeno y enddgeno de 13.63%, y 38.93% respectivamente, Penicillium con un

47.72%, y 0% respectivamente.

Cuadro 5. Porcentaje de géneros de micobiota endégena y exdgena inicial presente

en maiz amatrillo.

Porcentaje de micobiota enddgena y
exdgena presente

GEnero Enddgeno  Exogeno
Fusarium sp. 13.63 38.63
Penicillium sp. 47.72 0

El analisis de la micobiota inicial presente en el grano de maiz amarillo previo
a la irradiacion con luz UV-C (Cuadro 6), del género Fusarium mostré una mayor
incidencia con un total de 52.26 % de UFC, ya que este hongo se establece en campo
y el grano empleado fue de cosecha reciente. De este porcentaje, 13.63%
corresponde a la micobiota endégena y 38.63% a la exdgena (Cuadro 6). Este género
se encuentra principalmente en suelos agricolas, sin embargo, es capaz de producir
dafno en cualquier etapa de crecimiento del cultivo, las semillas o granos pueden ser

infectadas por este hongo, causando manchas en las cubiertas externas de las
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mismas y generando la disminucién en la germinacion debido a la muerte del embrion
(Figueroa et al., 2010), entre las especies con mayor presencia en estos cultivos hay
reportes como los de Mendoza et al., (2006) en el que F. verticillioides fue capaz de
colonizar el cultivo en todos los estados de crecimiento, ademas de ser reportado por

Gonzales et al., (2007) como un agente causal muy agresivo.

En el caso de Penicillium en este trabajo, la mayor incidencia se observo de
manera enddgena con un 47.72%. Se ha reportado que el género Penicillium, tiene
mayor incidencia en campo para maiz amarillo que en maiz blanco (Hernandez et al.,
2007), sin embargo, el inadecuado manejo del grano durante la cosecha, transporte
y almacenaje, incrementa la cantidad de grano enmohecido. Cuando el dafio
mecanico en el maiz debido a cosechadoras mal calibradas o cosechas inoportunas,
se combinan con una incorrecta desecacion del mismo, promoviendo asi el
crecimiento de Penicillium durante el almacenamiento, encontrando las condiciones
apropiadas para establecerse, siendo considerado como un hongo de almacén
(Munkvold, 2003).

4.4 Calidad fisiol6gica posterior a la irradiacion con luz UV-C

4.4.1 indice de evaluacién de plimula IEDP

Una vez obtenido el peso seco y evaluando la media del indice de evaluacion
de la plantula [IEDP] (figura 5), se observé que el tratamiento con luz UV-C en las
semillas sin remojo obtuvo resultados éptimos a los 10 minutos en comparacién con
el control, mientras que para el tratamiento con remojo, el mejor tiempo fueron 10
minutos siendo el Unico tiempo superior al control, este fue el método que estimulé de
manera 6ptima el crecimiento de las plantulas de maiz amarillo, llegando a ser mas
vigorosas. Comparandolo con los valores del tratamiento sin remojo, se observa que

el indice de desarrollo de las plantulas es superior.
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Figura 5. indice de evaluacion de desarrollo en plantulas de maiz amarillo, con o sin
pretratamiento en las semillas de remojo por 24h.

Un remojo previo a la germinacion, es un factor desencadenante del
metabolismo, previo a la emergencia de la radicula, mostrando un efecto positivo en
las semillas con este tratamiento, frente a las que no lo recibieron, siendo asi las que
forman mayor contenido de biomasa y presentando resultados favorables en
experimentos como los realizados por Harris (2003) y Ahammad et al., (2014) quienes
encontraron resultados favorables para la germinaciéon de las semillas no irradiadas
después de un remojo previo de 18 h en maiz, después del remojo fueron sometidas
a secado en su superficie durante dos horas y posteriormente almacenadas hasta por

dos meses para después someterlas a germinacion.

4.4.2 Efecto de laluz UV-C en maiz amarillo sin remojo y con remojo sobre su calidad

fisiol6gica y sanitaria de plantulas

En el Cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos de la longitud media de
la plumula (LMP) después de ser irradiados a los distintos tiempos de exposicion (O,
5, 10 y 15 minutos). Se muestra que para la longitud media de plumula, el maiz
previamente sometido a remojo (24h), antes de ser irradiado, todos los tratamientos
presentaron diferencia significativa con respecto al control. Siendo el tratamiento de
10 minutos el mejor, observando plantulas mas vigorosas (14.98 cm) al compararlas

con el control (13.38 cm)
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Cuadro 6. Longitud media de plumula y porcentaje de unidades formadoras de
colonias en semillas de maiz amarillo irradiado con luz UV-C (Elaboracion propia,
2021).

Longitud media de

Porcentaje de unidades

Longitud media de

Porcentaje de unidades

Tratamiento plimula en formadoras de colonias Tratamiento plimula en formadoras de colonias
centimetros (%UFC) en plantula centimetros (%UFC) en plantula
(LMP) (LMP)
Control 11.38¢c 51a Control 12.84 ba 56 a
5 minutos 14.26 ba 36b 5 minutos 12.86 ba 47 ba
10 minutos 1498 a 30b 10 minutos 123b 47 ba
15 minutos 13.32b 35b 15 minutos 1298 a 15¢
Error 0.0035 0.0007* Error 0.1385ns 0.05*
Media 13.48 38 Media 12.74 4575
R? 0.84 0.85 R? 0.52 0.57
CcVv 595 12.15 CcV 3.08 2162

CV: coeficiente de variacion; R% coeficiente de determinacién; **: altamente significativo; *: significativo (p < 0.05); ns: no significativo.
Medias con letras diferentes en la columna, indican diferencias significativas con la prueba de LSD (p = 0.05).

Para el maiz sin remojo los tres tratamientos estuvieron por encima del control,
el vigor se vio afectado positivamente por la irradiacién, se muestra mayor vigor lo
que favorece al momento de la siembra en campo. Los tres tiempos de exposicion
presentaron una diferencia significativa al compararlas con el control, siendo 10
minutos el mejor tiempo de exposicién. Para el maiz sin remojo la LMP, no muestra
diferencias significativas entre los tres tratamientos y el control, encontrando que el
maiz con remojo previo e irradiado, promueve el crecimiento de las plantulas, dando
un efecto positivo en su vigor.

En este trabajo se observo un efecto positivo en el aumento de la LMP en las
semillas que recibieron un tratamiento de remojo con agua durante 24 h previo a la
irradiacion con luz UV-C. Esto podria deberse al estimulo que recibieron al ser
embebidas, dandole ventaja sobre las semillas que no obtuvieron el tratamiento, en
la homogeneizacién del proceso de germinaciéon y el estimulo para comenzar su
metabolismo en el cual, sustancias de reserva como lipidos y almidén son
transformados en compuestos solubles que se translocan posteriormente hacia el
embrion lo que favorece el crecimiento y emergencia de la radicula. Los tratamientos
de remojo en semillas han demostrado promover la emergencia de la radicula y
acelerar el proceso de floracién y cosecha de cultivos establecidos en lugares con

alto estrés hidrico (Shivankar et al., 2003), y la utilizacion de remojo previo ha sido
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empleado para homogeneizar el tiempo de germinacion de las semillas, asegurando
uniformidad en el cultivo de maiz, soya, trigo entre otros (Singh, 1995). La distribucion
de agua en los tejidos en expansion durante la germinacion esta condicionada a los
niveles de azucar y almidén en la semilla, los cuales deben estar regulados en la
misma (Melo et al., 2009).

Se ha reportado en semillas de frijol irradiadas con luz UV-C un cambio en los
metabolitos secundarios que las conforman como acidos fendlicos, flavonoides y los
cromoforos asociados a longitudes de onda del rango de luz UV-C. El cambio en la
conformacién de moléculas involucradas en distintas rutas metabdlicas podria darles
un beneficio a las plantas consumidas en forma de brotes, ya que su calidad fisiol6gica
y nutricional mejora, se menciona que es posible que la luz UV-C interactie en
diferentes niveles estructurales de las semillas, fotoestimulando croméforos que
intervienen en procesos metabolicos dentro de las semillas (Hernandez et al., 2020).

Foroughbakhch et al., (2015) reportaron resultados con plantulas de soya y
girasol, encontrando efectos positivos con la exposicion de luz UV-C, en donde hay
una induccién del mecanismo de tolerancia que puede estar relacionado con la accion
de antioxidantes, como los flavonoides, los cuales se mantienen activos dentro de las
semillas. Se muestran efectos positivos en variables como germinacion y vigor en
estas plantulas. Foroughbakhch y colaboradores reportan resultados favorables a
exposiciones de luz ultravioleta de 0.16 mW mz2 (equivalente a 1.6Wm?), para la
cantidad de plantulas normales en el experimento, atribuyendo estos resultados a la
respuesta intrinseca de la especie en cuestion, ya que comparado con otros autores
donde la respuesta es negativa ante la radiacién de luz UV-C atribuyen este efecto
negativo a la concentracién de flavonoides en la semilla, asociada a su vez con una
mayor produccion de radicales libres que causan cambios negativos en los embriones
y disminuyen la cantidad de plantulas.

En este trabajo, la luz UV-C no redujo la germinacion, es decir, que no presenté
un efecto negativo sobre ésta. En el vigor hay un efecto positivo de la luz UV-C que

estimula la fisiologia de las plantulas, propiciando un éptimo crecimiento de éstas.

Se ha observado que la accion de la luz UV-C sobre las semillas es capaz de
incrementar las tasas de germinacién en el maiz y que la temperatura de esta

radiacion provee las condiciones adecuadas para la germinacion, la radiacion rompe
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la cubierta de la semilla ayudando a una alta y rapida imbibicion de oxigeno y agua
interrumpiendo la dormancia ademas, de ser capaz de incrementar la respiracion

celular promoviendo las actividades de las mitocondrias (Sadeghianfar et al., 2019).

Las unidades formadoras de colonias (UFC) determinadas en el maiz
previamente remojado e irradiado con UV-C a diferentes tiempos de exposicion
(Cuadro 7), presentaron diferencias significativas con respecto al control. El
porcentaje de UFC, mostrd en todos los tiempos de exposicion un efecto fungistatico,
sin embargo, se observa una tendencia mayor en la reduccién de los hongos a los 10
minutos, con una diferencia de 41.17% con respecto al control. Mientras que sin
remojo hay una diferencia de 73.22% entre el tratamiento de 15 minutos y el control.
Rodriguez et al., 2011 reportan resultados a los 10 minutos de exposicién en semillas
de maiz con luz UV-C en la reduccion de la incidencia de micobiota, cuando son
irradiadas con lamparas de UV-C a una intensidad de 15 mW cm?2. Estos autores
sugieren que la combinacién de irradiacion con luz UV-C y el uso de hipoclorito de
sodio después de la irradiacion, pueden ser usados como tratamiento para el control
en la incidencia de hongos como Fusarium. En este trabajo, se encontré una
reduccion en el porcentaje de granos infectados por Fusarium spp. a tiempos de 10 y
30 minutos de exposicion. En cuanto al maiz sin remojo previo, se observa una
disminucién en las UFC con respecto al control, siendo 15 minutos el tiempo con

mayor eficacia.

4.5 Evaluacién de micobiota endégena y exdgena en semillas de maiz amarillo

posterior a la irradiacion con luz UV-C

En el Cuadro 7 se muestra la micobiota enddégena y exdégena encontrada en
maiz amarillo irradiado con luz UV-C a 5, 10 y 15 minutos, con una longitud de onda
de 254nm. Para el maiz en remojo, la micobiota endégena no presentd diferencias
significativas entre tratamientos y el control sin embargo en el maiz sin remojo se
observé una estimulacién en el desarrollo de la micobiota endégena, siendo mayor a
los 5 minutos. Algunas especies como F. verticillioides se encuentra en el maiz, en
practicamente cualquier parte de la planta, siendo el principal patégeno de éste
cultivo. Es conocido como patdégeno necrotréfo por el dafio letal que causa a los

tejidos de sus hospederos, una vez que elimina a su hospedero es capaz de sobrevivir
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como saprofito en el residuo del cultivo una vez cosechado, mejor conocido como
rastrojo. Es capaz de sobrevivir como endofito en la semilla, ademas del tallo,
esperando que las condiciones se tornen favorables para comenzar a invadir la planta
causandole dafios graves, como la pudricion de tallo, raiz y mazorca. Algunas rutas
gue utiliza este hongo para infectar la planta son: a) infeccion sistémica de las
plantulas, que curre durante la germinaciéon de las semillas y a lo largo del
establecimiento de la planta en su crecimiento, el hongo sobrevive en la semilla
pudiendo reinfectar la raiz cuando esta crece nuevamente, penetrando el pericarpio
y las células de la epidermis de la raiz, dando como resultado que las hifas invadan
las células del parénquima, aunque es raro que llegue a penetrar hasta el sistema
vascular. De 25 a 30 dias después, la planta presenta signos de pudricion; b) infeccién
de la mazorca por medio del estigma, siendo la via mas comun, en donde el in6culo
aéreo y los conidios transportados por gotas de agua son acarreados al estigma,
facilitando la entrada a las células del pericarpio, permitiendo que la hifa crezca en la
superficie de la cuticula y asi, poder acceder al grano mediante la parte inferior del
canal estilar; c) infeccion del tallo y la mazorca por dafio mecénico, en donde las
mazorcas y los tallos son horadados cuando los insectos plaga se alimentan del maiz,
ademas de servir como vectores del hongo, ayudandolo a dispersarse a lo largo de la
planta o a otras plantas aledafias. El hongo es capaz de sobrevivir en los érganos
externos de los insectos y llevados de planta en planta, y es gracias al dafio hecho
por estas plagas que pueden acceder al hospedero (De la Torre- Hernandez et al.,
2014).
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Cuadro 7. Micobiota enddgena y exdgena encontrada en semillas de maiz amarillo
irradiado con luz UV-C (Elaboracion propia, 2021).

%UFC en %UFC en
Tratamiento Micobiota %UFC en Micobiota Tratamiento Micobiota %UFC en Micobiota
enddgena exogena enddgena exogena
(PDAd) (PDAt) (PDAd) (PDAY)

Control 49a 64 b Control 49b 97.75a
5 minutos 44a 61b 5 minutos 7325a 95.25a
10 minutos 55a 61b 10 minutos 64.25 ba 735¢c
15 minutos 44 a 73a 15 minutos 53.25ba 86.75b
Error 0.57 ns 0.01* Error 0.17 ns 0.001*
Media 48 64.75 Media 5993 88.31
R? 023 072 R? 04215 091
CcVv 259 729 CcVv 25.26 463

CV: coeficiente de variacion, R coeficiente de determinacién; **: altamente significativo; *: significativo (p = 0.05); ns: no significativo.
Medias con letras diferentes en la columna, indican diferencias significativas con la prueba de LSD (p < 0.05).

En la micobiota exdgena del maiz con remojo hay un incremento en el
tratamiento de 15 minutos, lo cual podria deberse a que la luz favorece el crecimiento
de algunos géneros como Fusarium. El genoma de las especies del género Fusarium
contiene genes que codifican para la sintesis de distintos fotoreceptores, incluyendo
tres miembros de la familia criptocromo-fotoliasa; la fotoliasa CPD, la cry-DASH y un
criptocromo cercano a la familia de criptocromos de las plantas. Estudios en Fusarium
fujikuroi (Nirenberg, 1976) han mostrado que mutaciones en el gen CryD que codifica
para fotiolasa cry-DASH, desencadena caracteristicas fenotipicas bajo condiciones
luminicas que incluyen alteraciones en el metabolismo secundario, desarrollo de las
colonias y produccion de macroconidios. Esta misma proteina esta involucrada en
otras funciones para distintos hongos; como su participacion en el ritmo circadiano de
Aspergillus nidulans y el desarrollo del apotecio en Sclerotinia sclerotium. Los datos
muestran que CryD es un regulador negativo en la produccion de macroconidios en
F. fujikuroi y se asocia esa regulacion a la disponibilidad de nitrégeno; sin embargo,
la dependencia de la luz reprime el rol de CryD en esa produccion de macroconidios,
a pesar de que CryD es funcional bajo condiciones de luz, la ausencia de
macroconidios en oscuridad sugiere que existen diferentes sistemas operativos de
represion para los mismos procesos en oscuridad y dependientes de luz (Castrillo,
2014).

40



En A. nidulans, existe el gen CryA, que causa la induccibn de genes
reguladores del ciclo sexual y estimulan la formacién de ascomas (Bayram et al.,
2008), el gen VeA puede estar involucrado en la induccion de CryA. VeA pertenece
al complejo VelB/VeAl/LaeA que regula el desarrollo asexual y el metabolismo
secundario en A. nidulans. Analogo a CryA, en F. fujikuroi encontramos que el gen
CryD puede estar asociado a algun complejo similar al que pertenece CryA; se
especula que CryD dentro de este complejo puede ser responsable de afectar la
conidiacion y el metabolismo secundario en las mismas condiciones dependientes o
no de la luz en las que lo hace CryA (Castrillo, 2014).

En experimentos del mismo autor, se sometieron colonias de F. fujikuroi de tipo
silvestre y mutantes SF236 y SF237 a diferentes dosis de luz UV (lampara Philips
TUV 15W/G15T8), y las colonias fueron crecidas en condiciones de luz y de
oscuridad. Después de tres dias los datos mostraron altos rangos de supervivencia
cuando los conidios fueron incubados en condiciones de luz, lo que indicaba procesos
de fotoreparacion en los hongos. Sus resultados sugieren que CryD juega un rol
crucial en la reparacién por dafio de luz UV, sin embargo, esa funcion es adjudicada
también a su ortdlogo Phrl fotoliasa, la cual en Trichoderma atroviride es responsable
de la reparacién de lesiones inducidas por exposicién a luz UV (Berrocal et al., 2007),
lo cual podria indicar que esa misma fotoliasa dentro de F. fujikuroi pueda cumplir la
funcion de reparacion ante dafilo causado por exposicibon a luz UV.
Para la micobiota exdgena en el maiz con remojo, encontramos una diferencia en el
tratamiento de 15 minutos (73%), lo cual indica un aumento en las unidades
formadoras de colonias sin embargo en el tratamiento sin remojo, se observa una
reduccién de las % UFC a los 10 minutos (73.5%) en comparacién con el control que
present6 un 97.75 % UFC. En este trabajo se encontré que la intensidad de radiaciéon
empleada de 700 W/mz2, obtuvo efectos fungistaticos sobre la micobiota en un tiempo
de exposicién de 10 minutos, reduciendo la exdgena en el tratamiento sin remojo,
probablemente debido a que si las semillas no son embebidas en agua previa a su
germinacion, el metabolismo no esta activo para que se lleve a cabo el proceso de
germinacion, en la medida en que lo estan aquellas semillas que si fueron embebidas,
quienes ya mantenian un metabolismo activo y nutrientes sintetizados de forma tal,
gue las colonias de hongos fueran capaces de asimilar con mayor facilidad,
favoreciendo asi, el crecimiento de las unidades formadoras de colonias. Cuando la

semilla comienza su proceso de germinacion sin una activacion previa del
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metabolismo, los nutrientes tardan en estar disponibles para la asimilacion por estos
organismos, retrasando el crecimiento de las colonias al momento de la radiacion que
termina por disminuir el crecimiento de las colonias presentes en el maiz debido a los
dafios ocasionados por la radiacibn en el material genético del organismo. La
reduccion de las unidades formadoras de colonias en el maiz, se debe al dafo
ocasionado por la luz UV-C en la membrana y ADN de los microorganismos

presentes.

La longitud de penetracion de tratamientos de luz UV, dependera de la longitud
de onda utilizada. Se ha observado que con longitudes de onda de 270 nm, las
longitudes varian de 0.22 a 0.65 mm de profundidad dependiendo del tiempo de
exposicion, y se ha observado que en longitudes de onda de 254 nm, esta capacidad
de penetracion disminuye. Sin embargo la longitud de penetracién optica incrementa
conforme el tiempo de radiacion lo hace de igual manera, dentro de las longitudes que
comprenden los 270 a 750 nm, mientras que disminuyen hacia la region ultravioleta,
lo que produce que la longitud de la penetracion sea mayor dentro del espectro de luz
UV-A (320 - 400 nm), y disminuya en los rangos de UV-B (280 - 320 nm) y UV-C (200
- 280 nm) (Hernandez et al., 2020).

Para organismos como Escherichia coli son necesarias radiaciones de 660
j/m2 y en otras especies como Rhizopus nigricans 2,200 j/m?, lo que indica que
dependiendo de la especie, sera la dosis necesaria para erradicarlo y que la luz UV-
C tenga efecto sobre el microorganismo (Osorio, 2010).

Un estudio realizado por Hidaka et al., 2006 con luz UV-C 254 nm sobre granos
de trigo a una intensidad de las lamparas de 97 Wm?2, una reduccion del 90% en
micobiota del género Aspergillus y Penicillium a un constante movimiento de las
semillas en una banda transportadora con una irradiacion de 4 segundos por
superficie durante 6.3 horas, evidenciando la efectividad de la luz UV-C como agente

fungistatico en semillas de trigo.

En un estudio realizado por Pombo et al., (2009), se encontré que la luz UV-C,
dependiendo del tipo de superficie del alimento en investigacion ya sea rugosa, lisa'y
el grosor que esta presente, serd la intensidad y dosis utilizada para controlar a los

microorganismos que la invaden, una vez mas, poniendo énfasis en que cada
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microorganismo requerira de una medida distinta para que la luz sea capaz de
penetrar la membrana plasmatica y dafiar el ADN. Todo lo anterior con el cuidado de
gue la dosis no sea tan intensa, que sea capaz de dafar los tejidos del alimento en
cuestion, lo cual repercute en pérdidas econdmicas del producto.

Hernandez et al., 2020 reportan que al incrementar la dosis de luz UV-C en
semillas de frijol, se evidencian caracteristicas fisicas como micro hoyos en la testa 'y
el desprendimiento de esclereidas del cotiledon. Asi mismo, es importante evaluar
aspectos en experimentos como éstos, donde se presta atencion a tiempos de
exposicion, intensidad de radiacion, regimenes de radiacion, poder de la fuente de
luz, asi como la separacion de las semillas a la fuente de luz, su lugar en el sitio de
radiacion (si estan fijjas o en constante movimiento de rotacion), para usar la
combinacion correcta de todos los elementos anteriores sobre los granos en estudio
y asi obtener los mejores resultados posibles. La inactivacién de los microorganismos
irradiados con luz UV-C se efectia en el dafio al DNA provocado por la radiacion
desencadenando una eventual muerte celular, al formarse puentes entre bases como
timina-timina, citosina-citosina y timina-citosina, interrumpiendo el proceso de
replicacion (Tortora, 2007; Osorio, 2010).

4.6 Identificacion y caracterizacion de micobiota

A continuacion se describen las caracteristicas macro y micromorfologicas de

las especies de hongos identificadas en el maiz amarillo.

Fusarium poae (Wollenw,1913)

Micromorfologia: presencia de microconidios globosos, ovoides con base truncada y
napiforme, con medidas que van de los 3 a 4 um de longitud. Los microconidios estan
contenidos en polifialides. Macroconidios con pequefias muescas en su base, la zona
apical embotado con tres septos. El lado dorsal de los macroconidios es mas curvo

que el ventral. Las medidas registradas oscilaron entre 9 a 15 ym (Figura 6).

Macromorfologia: colonias de tamafios entre 36 x 23 mm y 58 x 37 mm, con tonos de
color en el anverso rojo palido en lugar de apagado y en el reverso violeta parduzco,

y presentan aspecto algodonoso (Figura 6).
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Polifialide

Figura 6. Fusarium poae. lzquierda y centro: microconidios de forma globosa en
lactofucsina; derecha: polifialide con microconidios globosos en azul de metileno.

Fusarium verticillioides (Nirenberg, 1976)

Micromorfologia: microconidios de cadenas largas con forma ovoide y base truncada,
gue se originan a partir de fidlides. Sus medidas varian de 4 a 5 ym de largo.
Macroconidios alargados y delgados con zona apical curvada o papilados y zona

basal en forma de pie o mellado. Sus medidas oscilan entre las 11 y 13um (Figura 7).

Macromorfologia: las colonias presentaron medidas de entre 52 x 37 mm y 61 x 42
mm, el anverso con tonos blanco rosadas y el reverso naranja claro; con aspecto

polvoso (Figura 7).
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Figura 7. Fusarium verticillioides izquierda: cadena larga de microconidios; centro:
macroconidios con tres septos y grupo de microconidios en lactofenol; derecha:

macromorfologia de la colonia en PDA a 25°C a los 7 dias de incubacion.
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Fusarium oxysporum (Schltd, 1824)

Micromorfologia: presentd microconidios ovales, algunos con base truncada y con un
cuerpo compuesto de dos a tres células (con dos o tres septos). Se registraron
medidas entre 3 a 7um. Macroconidios en forma de gancho y delgados, con

longitudes de 10 a 17um (Figura 8).

Macromorfologia: present6 colonias entre 57 x 38 mm y 64 x 42 mm, con tonos en el

anverso rojo palido hasta un blanco rosaceo, mientras que el reverso presento

coloraciones naranja palido o rojo durazno pastel. Presentd consistencia algodonosa
(Figura 8).

: >
Figura 8. Fusarium oxysporum izquierda: clamidosporas, centro: falsas cadenas de
conidios en lactofenol, derecha: macromorfologia de la colonia en PDA a 25°C a los
7 dias de incubacion.

Fusarium proliferatum (Nirenberg, 1976)

Micromorfologia: microconidios piriformes sujetos a polifillides. Sus medidas se
registraron de 3 a 6 um. Macroconidios delgados, con la zona apical curvada y la

zona del pie poco desarrollada. Sus medidas varian entre 12 a 18 ym (Figura 9).
Macromorfologia: Las colonias presentaron medidas de 62 x 42 mm y 64 x 39 mm.

Los colores en el anverso en tonos gris rojizo y en el reverso naranja pardusco. El

aspecto de la colonia era polvosa (Figura 9).
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Figura 9. Fusarium proliferatum izquierda: falsas cadenas de microconidios; centro:
macroconidio y microconidio en lactofenol; derecha: macromorfologia de la colonia en
PDA a 25°C a los siete dias de incubacion.

Penicillium funiculosum (Thom 1910)

Micromorfologia:

Conidioforo con un promedio de 72um, penicilios biverticilados con una rama terminal
de 28um de longitud en promedio. Tres métulas no vesiculadas. Fialides acerosas en
conjuntos de 4 a 8 y con un promedio de 8um de longitud. Conidios elipsoidales de
aproximadamente 4um de longitud, de pared lisa y catenulados (Figura 10).

Macromorfologia:

CYA 25°C, 7 dias: Colonias de 48.13 mm, con apariencia densa, plana y media (en
el sustrato). Velutinosa con presencia de micelio blanco, conidios de color verde
turquesa, presencia de exudados hialinos, sin pigmentos presentes. Anverso con
colores rojo parduzco Yy turquesa grisaceo, el reverso con tonos de amarillo mate y
rojo parduzco.

MEA 25°C, 7 dias: Colonias de 52.58 mm, apariencia media, densa, plana y
velutinosa. Presencia de micelio blanco, sin exudados. Pigmentos solubles de color

46



rojo parduzco. Anverso con coloracion verde opaco y reverso con tono rojo parduzco.

G25N 25°C, 7 dias: Colonias de hasta 19.50 mm, planas, velutinosas. Micelio blanco
presente, sin exudados ni pigmentos solubles presentes. El anverso con conidios

verde opaco y el reverso amarillo mate.

CYA 5°C, 7 dias: Sin crecimiento.

CYA 37°C, 7 dias: Colonias de hasta 6.57mm. Velutinosas, micelio denso y
medianamente profundo en el sustrato. Sin presencia de exudados y pigmentos

solubles. Anverso con coloraciones gris anaranjado y el reverso gris anaranjado.

YES 25°C, 7 dias: Colonias de hasta 48.71 mm, consistencia rugosa. Micelio denso,
velutinoso y medianamente profundo en el sustrato. Sin exudados ni pigmentos

solubles. Anverso con coloraciones verde opaco y blanco. Reverso con tono naranja

parduzco (Figura 10).

4 . - |
Figura 10. Penicillium funiculosum izquierda: macromorfologia de las colonias en
diferentes medios de cultivo y temperaturas a los siete dias de incubacién; derecha:
conidioforo, fidlides y métulas con conidios en lactofenol.
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Penicillium oxalicum (Currie y Thom, 19515)

Micromorfologia:

Conidioforos de 140um de longitud, paredes lisas. Penicilios biverticilados. Ramas de
hasta 50 ym de longitud con paredes lisas. Métulas no vesiculadas, divergentes, de
paredes lisas, con una longitud de hasta 10 ym. De 3 a 4 fidlides ampuliformes, de
hasta 6 ym de longitud. Conidios lisos y catenulados, esféricos de hasta 2 ym de

longitud (Figura 11).

Macromorfologia:

CYA 25°C, 7 dias: colonias de 47.85mm de didmetro, micelio denso y medianamente
profundo en el medio de cultivo, plano y flocoso de color blanco. Presencia de
exudados hialinos sin pigmentos solubles presentes. El reverso de la colonia de color

naranja claro y el anverso con conidios color verde opaco.

MEA 25°C, 7 dias: colonias de 44.66 mm de diametro, umbonadas y flocoso de color
blanco. Sin exudados ni pigmentos solubles presentes. Los conidios al anverso con

coloraciones amarillas y el reverso de la colonia naranja grisaceo.

G25N 25°C, 7 dias: colonias de 30.97 mm de diametro, umbonadas y velutinosas sin
exudados ni pigmentos solubles presentes. Conidios con coloracion turquesa

grisaceo y el reverso marrén oliva.

CYA 5°C, 7 dias: colonias de 6.67mm de diametro. Micelio blanco.

CYA 37°C, 7 dias: colonias de 17.64 mm de diametro, sulcadas y arrugadas, con
apariencia velutinosa. Micelio color blanco. Sin exudados ni pigmentos solubles

presentes. Anverso rugoso y reverso de la colonia naranja claro.

YES 25°C, 7 dias: colonias de 61.98 mm de diametro. Umbonadas, rugosas con
micelio blanco denso y algodonoso. Coloracion al anverso verde opaco y al reverso

amarillo naranja (Figura 11).
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Figura 11. Penicillium oxalicum izquierda: conidioforo biverticilado con fialides
ampuliformes y cadenas largas de conidios en lactofenol; derecha: macromorfologia
de las colonias en diferentes medios de cultivo y temperaturas a los siete dias de
incubacion.

Penicillium janthinellum (Biourge 1923)

Micromorfologia: verticilios irregulares, conidioforos de hasta 77.2 ym, ramas de hasta
17 ym, de paredes lisas y subterminales asi como divergentes. Métulas de hasta 9.6
Mm, de paredes lisas, no vesiculadas y divergentes. Fidlides de hasta 9.8 ym
ampuliformes y conidios elipsoidales dispuestos en cadenas de paredes lisas de
2.5um (Figura 12).

Macromorfologia:

CYA 25°C, 7 dias: colonias de 43.20 mm de diametro. Micelio medianamente
profundo en el medio de cultivo, denso, plano y velutinoso de color blanco. Sin
exudados ni pigmentos solubles presentes. Conidios de color verde opaco y reverso

naranja parduzco.

MEA 25°C, 7 dias: colonias de 39.02 mm con micelio medianamente profundo en el
medio de cultivo, medianamente denso, plano y velutinoso. Micelio color blanco. Sin
exudados ni pigmentos solubles presentes. Conidios verde oscuro y reverso de la
colonia amarillo mate.

G25N 25°C, 7 dias: colonias de 5.02 mm de diametro, micelio plano e hialino.
Exudados y pigmentos solubles ausentes. Anverso y reverso de la colonia color
blanco
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CYA 5°C, 7 dias: colonia de menos de 5 mm, flocosa y blanca.

CYA 37°C, 7 dias: colonia 23.54 mm de diametro, colonia velutinosa. Sin pigmentos
solubles ni exudados presentes. Micelio blanco y reverso naranja claro.

YES 25°C, 7 dias: Colonia de 62.99 mm de diametro, micelio blanco, aspecto
velutinado y umbonado. Conidios verde opaco/naranja claro y reverso rojo grisaceo.
Exudados hialinos. Pigmentos solubles ausentes (Figura 12).

Figura 12. Penicillium janthinellum izquierda: conidioforo con fialides y cadenas largas
de conidios ovoides; macromorfologia de las colonias en diferentes medios de cultivo
y temperaturas a los siete dias de incubacion.

Penicillium expansum (Schltdl, 1824)

Micromorfologia: conidi6foros de 124.8um, paredes lisas. Penicilo biverticilado sin
ramas. Métulas de 9.8um. Fiadlides ampuliformes de 6.8um, de 1 a 4 fialides

presentes, cortas y conicas. Conidios elipsoides de 3.6um (Figura 13).
Macromorfologia:

CYA 25°C, 7 dias: colonias de 44.45mm de diametro. Micelio medianamente profundo
en el sustrato, denso, plano umbonado y velutinoso color blanco en la periferia.

Exudados hialinos. Pigmentos solubles ausentes. Conidios verde opaco y reverso de

la colonia marron rojizo.
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MEA 25°C, 7 dias: colonias de 47.09mm de diametro. Micelio medianamente profundo
en el medio, poco denso, plano, velutinoso y umbonado. Exudados y pigmentos

solubles ausentes. Conidios verdes opaco y reverso de la colonia marron rojizo.

G25N 25°C, 7 dias: colonias de 25.61mm de diametro, apariencia arrugada,
velutinosa y micelio blanco en la periferia. Sin exudados ni pigmentos solubles

presentes. Conidios turquesa grisaceo, reverso amarillo grisaceo.

CYA 5°C, 7 dias: colonia de 5.95mm de didmetro color blanco.

CYA 37°C, 7 dias: colonia de 10.80mm de didmetro. Velutinosa sin exudados ni
pigmentos solubles presentes. Conidios color rojo apagado, reverso de la colonia

naranja claro.

YES 25°C, 7 dias: Colonia velutinosa, densa y rugosa. Micelio en la periferia blanco.
Conidios café oscuro y reverso naranja claro (Figura 13).

Figura 13. Penicillium expansum izquierda: macromorfologia de las colonias en
diferentes medios de cultivo y temperaturas a los siete dias de incubacién; derecha:
conidioforos, fialides con cadenas de conidios elipsoidales en lactofenol
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Penicillium aurantiogriseum (Dierckx 1901)

Micromorfologia: penicilios biverticilados. Métulas con pared lisa, no vesiculadas y
divergentes. Fialides de 10.6 um de 5 a 6 fialides juntas, alargadas y cénicas. Conidios

de 2.9 um con paredes lisas (Figura 14).

Macromorfologia:

CYA 25°C, 7 dias: colonias de 47.59 mm de diametro, colonia densay profunda en el
sustrato, plana, velutinosa y umbonada. Micelio blanco en la periferia. Sin exudados
ni pigmentos solubles presentes. Conidios de color turquesa grisaceo y el reverso de

la colonia naranja grisaceo.

MEA 25°C, 7 dias: colonias de 46.27 mm de diametro. Poco profunda en el sustrato,
velutinosa, densa y plana. Micelio blanco en la periferia. Sin exudados ni pigmentos
solubles presentes. Conidios verde opaco, reverso de la colonia café oliva.

G25N 25°C, 7 dias: colonias de 10.43 mm de diametro, plana, velutinosa. Micelio
blanco en la periferia. Sin exudados ni pigmentos solubles presentes. Conidios
hialinos y el reverso de la colonia presenta una coloracion naranja claro.

En CYA5°Cy CYA 37°C, 7 dias: no present6 crecimiento.

YES 25°C, 7 dias: colonia flocosa, densa y arrugada. Micelio blanco en la periferia.

Sin pigmentos ni exudados presentes. Conidios verde opaco con naranja grisaceo y

el reverso naranja grisaceo (Figura 14).
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Figura 14. Penicillium aurantiogriseum izquierda: conidiéforo biverticilado, métulas,
fidllides y conidios en lactofenol; derecha: macromorfologia de las colonias en
diferentes medios de cultivo y temperaturas a los siete dias de incubacion.

Penicillium commune (Skovg, O'Donell y Nirenberg, 2003)

Micromorfologia: estipites de 199 ym y con pared rugosa. Métulas de 11.44 ym, con
dos métulas de pared lisa, no vesiculadas de 1 a 4 fialides de 8.32 uym, cortas y lisas.
Conidios esféricos de 3.68um dispuestos en cadenas y de pared lisa (Figura 15).

Macromorfologia:

CYA 25°C, 7 dias: colonias de 30.28 mm, profundas en el sustrato, densas, flocosas
y sulcadas. Micelio blanco en la periferia. Sin exudados ni pigmentos solubles

presentes. Conidios color verde opaco y reverso de la colonia naranja parduzco.

MEA 25°C, 7 dias: colonia de 34.29 mm de didmetro, profunda, densa y umbonada,
ademas de aspecto velutinoso. El micelio es color blanco, mientras que los conidios
son verde opaco, el reverso de color marron oliva. Sin exudados, ni pigmentos

solubles.
G25N 25°C, 7 dias: colonia de 31.29 mm de diametro, sulcada, con aspecto

velutinoso y denso. El micelio de color blanco y los conidios color verde opaco. El
reverso es de color amarillo grisaceo. Sin exudados ni pigmentos solubles.
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CYA 5°C, 7 dias: Colonia de 23.87 mm de diametro. Aspecto velutinoso y denso.
Micelio color blanco y conidios verde opaco. Reverso amarillo grisaceo. Sin exudados

ni pigmentos solubles.

CYA 37°C, 7 dias: Colonia de 6.59 mm de diametro, aspecto velutinoso y denso. El
micelio de color blanco y conidios verde opaco. EL reverso color café olivo. Sin

exudados ni pigmentos solubles.

YES 25°C, 7 dias: Colonia de 51.16 mm de diametro. Profunda, densa y sulcada de
aspecto velutinoso, ademas umbonada. Micelio blanco y conidios verde opaco.

Reverso color amarillo grisaceo (Figura 15).

Figura 15. Penicillium commune izquierda: conidiéforo con pared rugosa, métulas,
fiélides y conidios esféricos en lactofenol; derecha: macromorfologia de las colonias
en diferentes medios de cultivo y temperaturas con siete dias de incubacion.

Otros hongos aislados e identificados con muy baja incidencia en el maiz amarillo
correspondieron a la especie de almacén Aspergillus flavus, y los géneros Mucor sp.
y Rhizopus sp, éstos fueron identificados mediante las claves morfologicas de
Klich(2002) y Warham et al. (1997) respectivamente.
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Aspergillus flavus (Link, 1809)

Micromorfologia: cabezas conidiales radiadas o columnares. Conidiéforo de 400um
con paredes finamente rugosas a muy rugosas. Vesiculas esféricas a elongadas con
aproximadamente 20um de longitud. Métulas cubriendo aproximadamente tres
cuartos de la superficie total de la vesicula, fiadlides de 12um de longitud y conidios
globosos a elipsoidales de 3 a 8 um de longitud, de paredes finamente rugosas
(Figura 16).

Macromorfologia: CYA 25° C, 7 dias: colonias de 57 mm con coloracion verde y beige.
Micelio color blanco con exudados color ambar, reverso color beige claro. Sin

pigmentos solubles presentes.
MEA 25°C, 7 dias: colonias de 47 mm, micelio color blanco, apariencia velutinosa,
conidios color verde limén, reverso de color verde opaco, sin exudados ni pigmentos

solubles presentes.

CYA 37°C 7 dias: colonias de 56 mm, colonia color café marrén con micelio blanco,

exudados color ambar, el reverso color café claro.

MEA 25°C 7 dias: colonias de 43 mm de didmetro, con micelio color blanco y conidios

color verde limon, sin pigmentos solubles ni exudados. (Figura 16).

EMA 25°C 7 dias: colonias de 54 mm de diametro, micelio color blanco y pocos

conidios color verde oscuro. Sin exudados ni pigmentos solubles.

Czapek 25°C 7 dias: colonias de 37 mm de diametro, micelio color blanco y conidios

color verde opaco. Sin pigmentos solubles ni exudados.
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Figura 16. Aspergillus flavus derecha: conidioforo finamente rugoso con cabeza
conidial uniseriada; centro: cabeza conidial biseriada en lactofenol; izquierda:
macromorfologia de las colonias en CYA con 7 dias de incubacion.

Aspergillus niger (Tiegh 1867)

Micromorfologia: conidioforo de 400 um paredes gruesas y lisas. Vesiculas de 30 pym
esféricas y amplias, biseriadas, con métulas cubriendo casi por completo la vesicula.
Conidios globosos de 4.5 ym de diametro, visualmente rugosos con bordes

irregulares.

Macromorfologia:

CYA 25°C: colonia de 55 mm de diametro, aspecto flocoso hifas conspicuas, color
amarillo opaco y micelio color blanco, radialmente sulcado. El reverso color amarillo

claro a blanco. Sin pigmentos solubles presentes ni exudados visibles.

MEA 25°C 7 dias: colonias de 30 mm de diametro, flocosas e irregulares. Con micelio
blanco incospicuo y conidios color negro, el reverso sin coloracion. Sin presencia de

pigmentos solubles ni exudados.

CYA 37°C 7 dias: colonias de 55 mm de diametro de aspecto flocoso. Color de los
conidios, verde olivo oscuro. Micelio color blanco, sulcado radialmente. Reverso color
amarillo opaco a blanco, sin pigmentos solubles presentes ni exudados visibles. Las
colonias presentan caracteristicas similares en apariencia a CYA25 (Figura 17).
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Figura 17. Aspergillus niger izquierda: conidioforo de pared lisa y cabeza conidial
biseriada en lactofenol, derecha: caracteristicas macroscopicas en CYA 37°C con

siete dias de incubacion.

Mucor sp. (Povah, 1017)

Micromorfologia: esporangios de entre 20 um a 80 um globosos, columela cilindrica
de hasta 50 ym y esporangiosporas subglobosas a elipsoides de hasta 6.8 pm.

Esporangiosporas hialinas y globosas (Figura 18).

Macromorfologia: colonias de aspecto algodonoso, micelio color blanco, con tonalidad
grisdcea amarillenta al centro. Sin pigmentos solubles ni exudados presentes (Figura
18).

L

Figura 18. Mucor sp. esporangios anclados a su columela, en azul de algodon.
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Rhizopus sp. (Kitahara y Fukui, 1950)

Micromorfologia: esporangios globosos de color café grisaceos, columela globosa y

esporangiosporas ovoides (Figural9).

Macromorfologia: colonia de aspecto algodonoso, color café grisaceo con micelio

blanco. Sin exudados ni pigmentos solubles visibles (Figura 19).

Figura 19. Rhizopus sp. (izquierda: esporangios en esporaniéforos, derecha:
estolon y rizoides en alcohol polivinilico).

Los resultados encontrados en la micobiota aislada del maiz amarillo,
mostraron que los hongos de campo mas frecuentes fueron los géneros Fusarium y
Penicillium.El género Penicillium puede producir citrininas encargadas de generar
padecimientos como fallos renales, edema pulmonar y patulina que se ha registrado
como teratdgenay carcindégena (Lura et al., 2001; Mallebrera, 2016) ademas presenta
especies responsables de la pudricion en mazorca. Las especies de P. expansum y
P. auranteogriseum han sido identificadas y reportadas en granos de maiz (Raybaudi
y Martinez, 1999). La pudricion en mazorca también esta relacionada con las especies
como P. oxalicum al ser el mas frecuentemente encontrada, sin embargo otros
géneros son también responsables de esta enfermedad. El hongo se desarrolla
mostrando un color azul- verdoso, mientras que los granos dafiados presentan un
color amarillento y rayas que son visibles en el pericarpio (Castro y McNab, 2004). P.
funiculosum ha sido registrado como micobiota del maiz transmitido a través de las

semillas de esta planta (Niaz y Dawar, 2009).
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Especies pertenecientes al género Fusarium, producen fumonisinas con
actividad inmunosupresora e inhibicion de sintesis de proteinas afectando la
formacion de ARN y ADN; ademas de estar asociadas a cancer de estbmago (Gimeno
y Martins, 2011; Landeros 2005). F. verticillioides también provoca pudricion de
mazorca ademas de pudricion de tallo, e incluso causan tizén en las plantulas. Al
comenzar la infeccion, son notorias masas blancas que pertenecen al micelio de estos
hongos. Este micelio crece hasta llegar a la punta de la mazorca y genera
posteriormente una coloracion rojiza y rosada a los granos de maiz infectados (Castro
y McNab, 2004). Fusarium proliferatum ha sido reportado con una alta incidencia en
casos de pudriciones de mazorca, mientras que F. oxysporum ha sido aislado tanto
de raices como de semillas, desarrollando micelio enmarafiado, principalmente
blanco en cultivos viejos (Garcia et al., 2010; Castro y McNab, 2004). Fusarium poae
tiene una distribuciébn cosmopolita, aunque en su mayoria se encuentra en zonas
templadas, la colonia en la semilla se percibe algodonosa con micelio blanco y
enmarafiado. Cuando se produce la formacion de conidios, toma una apariencia
pulverulenta. Esta colonia al crecer lo suficiente, suele expedir un olor dulce, que se
asemeja al de las frutas. Estd asociado con la pudricion blanca de la mazorca de maiz
(Castro y McNab, 2004). Las especies de Aspergillus producen aflatoxinas,
responsables de generar hepatotoxicidad, enfermedades pulmonares severas y
carcinogénesis en higado y riflones (Martinez et al., 2013; Lizarraga et al., 2011;
Soriano del Castillo, 2007) ademas pueden producir enfermedades como pudricion
de mazorca. Generalmente este problema se presenta cuando las mazorcas son
almacenadas con exceso de humedad. A. niger es una especie encontrada mas
comunmente en reservorios de mazorcas expuestos a excesiva humedad y se
caracterizan por cubrir con masas pulverulentas color negro los granos, mientras que
A. flavus genera masas color amarillo-verdosas sobre los granos de maiz, su punto
ideal de crecimiento es cuando el maiz logra superar el 15% de humedad en el
momento de su almacenamiento (Castro y McNab, 2004). A. niger ocasiona la
pudricion del maiz y tiene una localizacidon cosmopolita, la colonia en la semilla es de
crecimiento lento y presenta un micelio basal color blanco que produce estructuras
conidiales erguidas de color negro en su maduracion estos hongos al ser de deterioro
avanzado y encontrarse en condiciones de almacenamiento, se desarrollan bajo
condiciones de humedades relativas de entre 65 a 90% (Moreno, 1998). Rhizopus

genera la pudricion de mazorca de maiz y tiene una distribucién cosmopolita. Es
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importante entre las pudriciones de un mal almacenamiento y es gracias a sus
estolones que se disemina con rapidez sobre las semillas generando un micelio color

grisaceo y abundante (Castro y McNab, 2004).

Capitulo V. Conclusiones

En el vigor se observé un efecto positivo de la luz UV-C sobre la longitud media
de la plumula a los 10 minutos en el tratamiento con remojo, aumentando un 31.63%
con respecto al control, favoreciendo la calidad fisiologica. Asi mismo, se observé una
tendencia en el aumento de la longitud media de plumula en semillas sin remojo
irradiadas por 15 minutos. La luz UV-C mantuvo la germinacion de las semillas sin
disminuirla (100%).

La luz UV-C present6 un efecto fungistatico en la micobiota presente en las
semillas de maiz amarillo, a una longitud de onda 254 nm y una intensidad de 700
W/mz2, El tiempo de exposiciéon de 10 minutos para la semilla con remojo, redujo
hasta en un 41.37% la incidencia de colonias con respecto al control y el mayor efecto
alcanzado fue en la micobiota exégena de las semillas sin remojo, con una reduccion

de un 73.22% con respecto al control.

Se identificaron cuatro especies del género Fusarium (F. poae, F verticillioides,
F. oxysporum, F. proliferatum), seis especies del género Penicillium (P. funiculosum,
P. oxalicum, P. janthinellum, P. expansum, P. aurantiogriseum, P. commune), dos
especies del género Aspergillus (A. flavus y A. niger), una cepa del género Mucor
(Mucor sp.) y un aislado del género Rhizopus (Rhizopus sp.), posterior a la radiaciéon

de las semillas de maiz amarillo con luz UV-C.

La aplicacion de métodos biofisicos producen efectos de bioestimulacién en
plantas y semillas. Es importante definir los tiempos de irradiacion adecuados para
obtener procesos de bioestimulacion positivos, por lo que se consideran
potencialmente una alternativa sostenible para aumentar la calidad fisioldgica y

sanitaria en semillas.
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Recomendaciones

El area de penetracion de la luz UV ha sido reportada de 0.22 a 0.65 mm de
penetracion con longitudes de onda de 270 nm, esta distancia puede alejarse de ser
la adecuada para alcanzar a la micobiota enddgena en los granos de maiz. Aumentar
la longitud de onda podria ser beneficioso en trabajos de investigacion posteriores,
para determinar la profundidad del area alcanzada por la luz, y su efecto en la

micobiota existente.

Los tratamientos evaluados en este trabajo, obtuvieron sus mejores resultados
a los 10 minutos, sin embargo se recomienda usar tiempos de exposicion mas
prolongados y distintas intensidades, para determinar, el alcance fungicida o
fungistatico que las distintas combinaciones entre longitudes de onda, intensidades y

tiempos de exposicién puedan obtener.

El agua es un factor para promover la germinacion y el vigor de las plantulas,
se recomienda probar diferentes tiempos de remojo en las semillas, con el fin de

optimizar los efectos positivos de la luz UV-C.

El género Fusarium tiene fotoreceptores que captan la luz, bajo condiciones luminicas
se estimulan para llevar a cabo procesos como germinacién de las esporas o
produccién de macroconidios. Se recomienda mantener los granos en condiciones de
oscuridad el mayor tiempo posible, con la finalidad de que no sean estimulados

luminicamente y asi evitar el desarrollo de especies de este género.
Se recomienda utilizar diferentes variedades de maiz que puedan tener

caracteristicas distintas en su desarrollo y vigor, obteniendo variaciones en su

respuesta ante la irradiacion de la luz UV-C.
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