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DIAGNÓSTICO Y MANEJO DE HONGOS MICOTOXIGÉNICOS EN GRANOS 

ALMACENADOS DE MAÍZ 

DIAGNOSIS AND MANAGEMENT OF MYCOTOXIGENIC FUNGI IN STORED 

CORN GRAIN 

Marco Maidana Ojeda, Marcelo Acosta Ramos, Gerónimo Arámbula Villa, María Graciela 

Cabrera 

 

RESUMEN 

Las micotoxinas constituyen un problema 

que comienza en el campo y continúa 

durante el acopio y la comercialización, y 

cuya única solución es prevenir el 

crecimiento fúngico. Durante los años 

2014/2015 se realizó una investigación 

con el objetivo de analizar la interacción 

de las condiciones de almacenamiento con 

la incidencia de hongos micotoxigénicos y 

la concentración de aflatoxinas, y evaluar 

estrategias para su manejo en granos 

almacenados de maíz. Se realizaron 

estudios de identificación y cuantificación 

de hongos y aflatoxinas en granos 

almacenados de maíz y su relación con las 

condiciones de almacenamiento, pruebas 

In Vitro de inhibidores fúngicos, y la 

evaluación de inhibidores aplicados en 

grano con diferentes niveles de humedad. 

Se encontraron con una alta incidencia a 

las especies de Fusarium y Aspergillus, 

pero bajos niveles de aflatoxinas. En la 

prueba In Vitro la mezcla de Ácido 

ascórbico 1% + Ácido cítrico 0.25% + 

Ácido láctico 0.25% en 1000 ppm inhibió 

el 100% de Fusarium y Aspergillus. En la 

evaluación en grano la residualidad de los 

inhibidores no fue mayor a 10 días 

después de su aplicación, ya que hubo una 

alta influencia del % de humedad en los 

granos. 

ABSTRACT 

Mycotoxins are a problem that begins in 

the field and continues during gathering 

and marketing, and whose only solution is 

to prevent fungal growth. During the years 

2014/2015, a study was conducted in order 

to analyze the interaction of storage 

conditions with the incidence of 

mycotoxigenic fungi and the 

concentration of aflatoxins, and to 

evaluate strategies for the management of 

stored corn grains. Studies involving 

identification and quantification of fungi 

and aflatoxins in stored corn grains and 

their relationship with storage conditions, 

In Vitro testing of fungal inhibitors and 

evaluation of inhibitors applied in grain 

with different moisture levels were 

conducted. We found a high incidence of 

Fusarium and Aspergillus species, but low 

levels of aflatoxins. In the in vitro test the 

mixture of 1% Ascorbic acid with 0.25% 

Citric acid and 0.25% Lactic acid at 1000 

ppm inhibited Fusarium and Aspergillus 

by 100%. In the grain evaluation, the 

inhibitors persisted for no more than 10 

days after application, and the moisture 

content % had a high influence on the 

grains. 
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1. INTRODUCCIÓN  

 

El maíz, es uno de los principales cultivos en muchos países, compartiendo esta importancia 

con el trigo, arroz y avena en la producción mundial de cereales (Malavolta et al., 1974; 

Suleiman et al., 2013). 

 

Para México, comprende el 72% del total de cereales consumidos en el país, durante el 2013 

el consumo promedio diario fue de 274 gramos per cápita (SIAP, 2014a).  

 

La superficie estimada de siembra de maíz para grano durante el año 2012 fue de 7,37 

millones de hectáreas, con un volumen de producción de 22,07 millones de toneladas (SIAP, 

2014b), insuficiente para la demanda local, y ubicó a México como el segundo importador 

mundial después de Japón (USDA, 2015). 

 

Indistintamente del origen del producto (producción local o importación) el almacenamiento 

temporal de los granos de maíz en depósitos, silos bolsas, costales, etc. es un requerimiento 

de manejo para los productores, acopiadores e industriales (Bishop Lack et al., 1983).  

 

Los granos almacenados de maíz, dependiendo de las condiciones de almacenamiento y 

sanitarias del cultivo de donde provienen, pueden ser atacados por hongos patógenos 

(Crhistensen y López, 1962). 

 

Los géneros de hongos más importantes que infectan a los granos en almacenamiento son 

Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Las semillas son un medio de diseminación de 

patógenos. Por otra parte algunos de éstos hongos pueden ocasionar efectos dañinos en el 

cultivo, así como en la salud de los consumidores por efecto de las micotoxinas que ellos 

generan (Binder ,2007; Cabañes, 2000; Pitt, 2000; Moreno Martínez y Benavides Ocampo, 

1988). 

 

La infestación, crecimiento y desarrollo de estos hongos en el grano pueden originar la 

síntesis de metabolitos fúngicos, primarios y secundarios (micotoxinas), las cuales poseen 

efectos inmunosupresor, carcinogénico, mutagénico y teratogénico, caracterizándose por 

una acción rápida de intoxicación y una acción lenta de cancerización (Cabañes, 2000). 
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Las micotoxinas en la mesa del consumidor constituyen un problema que comienza en el 

campo y continúa durante el acopio y la comercialización, y cuya única solución es prevenir 

el crecimiento fúngico (Tefera, 2012; Carrillo, 2003). 

 

Debido al riesgo que acarrea la presencia de hongos sintetizadores de micotoxinas en los 

granos almacenados, se han planteado regulaciones como la norma oficial mexicana (NOM-

188-SSA1-2002), que establece límites del contenido de aflatoxinas en los granos de cereales 

para el consumo humano y animal (Secretaria de Salud, 2002). 

 

Las concentraciones de micotoxinas están en función de los hongos desarrollados en los 

granos almacenados y la competencia entre éstos, siendo determinante las condiciones de 

humedad, tiempo de almacenamiento, la actividad del agua, temperatura, pH, composición 

del sustrato y presencia de plagas (Sanchis et al., 2007; Shapira y Paster, 2004).  El estudio 

de las interacciones entre estos factores permitirá una mejor compresión de la influencia de 

las condiciones de almacenamiento sobre el contenido de micotoxinas en los granos 

almacenados de maíz, y en consecuencia el diseño de estrategias de manejo que reduzcan 

los niveles de micotoxinas con la prevención del desarrollo de hongos en los almacenes de 

granos.  

 

Esto se podrá lograr corroborando la presencia de hongos micotoxigénicos y micotoxinas en 

los granos almacenados provenientes de varios estados productores de maíz en México, y 

almacenarlos bajo distintas condiciones de humedad, sanidad, tiempo y tipo de almacenes; 

y a partir de las mismas, evaluar el manejo de los hongos en diferentes variables de 

almacenamiento mediante la regulación de la humedad en los granos y el uso de inhibidores.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. General 

 

Analizar la interacción de las condiciones de almacenamiento con la incidencia de 

hongos micotoxigénicos y la concentración de aflatoxinas, y evaluar estrategias para su 

manejo en granos de maíz almacenados.  

 

2.2. Específicos 

 

 Identificar y cuantificar los hongos micotoxigénicos que infectan a los granos 

almacenados de maíz y su relación con las condiciones de almacenamiento. 

 

 Detectar los niveles de aflatoxinas en los granos almacenados de maíz y su relación 

con las condiciones de almacenamiento. 

 

 Evaluar inhibidores de los hongos micotoxigénicos a distintos niveles de humedad y 

tiempos de almacenamiento y por tanto, la producción de aflatoxinas en granos 

almacenados de maíz. 
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3. HIPÓTESIS 

 

3.1. Los hongos con mayor frecuencia son Aspergillus, Fusarium y Penicillium 

limitados por las condiciones de almacenamiento de donde fueron extraídas las 

muestras.  

 

3.2. Los niveles de aflatoxinas detectados varían de acuerdo a las condiciones de donde 

proviene las muestras y condiciones de almacenamiento.  

 

3.3. El uso de inhibidores fúngicos puede disminuir el desarrollo de hongos 

micotoxigénicos en granos almacenados con humedad relativa elevada.  
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4. REVISIÓN DE LITERATURA  

 

4.1. El maíz. Importancia, producción mundial y nacional 

 

Actualmente el maíz, junto con el trigo y el arroz constituyen a nivel mundial el 75% de los 

granos producidos. Proveen el 56% de los carbohidratos y 50% de las proteínas de la 

alimentación en el mundo, además de suministrar elementos nutritivos para los animales y 

es una materia prima básica de la industria de transformación (Simopoulos, 2002; Morris y 

López-Pereira, 2000; FAO, 1993; Stoskopf, 1985). 

 

Es el primer cereal en rendimiento de grano por hectárea y es el segundo, después del trigo, 

en producción total (Paliwal et al. 2001; Harlan, 1992). 

 

La difusión del maíz desde América a otros continentes se inició con la Conquista y llegó a 

constituir uno de los alimentos más importantes de los países europeos y posteriormente 

africanos y asiáticos, mostrando su alta versatilidad y potencial (Ribairo, 2003).  

 

La diversidad de los ambientes bajo los cuales es cultivado el maíz es mucho mayor que la 

de cualquier otro cultivo (Paliwal et al. 2001). 

 

El maíz se cultiva en altitudes que van desde el nivel del mar  Caspio y hasta los 3,800 

(metros sobre el nivel del mar) msnm en la cordillera de los Andes, a temperaturas 

extremadamente frías (58° de latitud  norte en Canadá y Rusia, y hasta los 40° de latitud sur 

en Argentina y Chile), o muy cálidas cerca del Ecuador, con climas que fluctúan desde los 

excesivamente húmedos a los semiáridos, en terrenos que abarcan desde llanuras a las 

laderas más empinadas, con variados tipos de suelo y usando una gran variedad de tecnología 

de producción (Morris y López-Pereira, 2000; Paliwal et al., 2001). 

 

Sus usos incluyen la producción de almidón, aceite y proteínas, bebidas alcohólicas, 

edulcorantes alimenticios y, desde hace poco, combustible. La planta tierna, empleada como 

forraje, se ha utilizado con gran éxito en las industrias lácteas y cárnicas y, tras la recolección 

del grano, las hojas secas y la parte superior, incluidas las flores, aún se utilizan hoy en día 

como forraje de calidad relativamente buenas para alimentar a los rumiantes de muchos 
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pequeños agricultores de los países en desarrollo. Los tallos erectos, que en algunas 

variedades son resistentes, se utilizan para construir cercas y muros duraderos (FAO, 1993).  

 

La producción mundial de maíz durante el año 2013/2014 fue de 988,25 millones de 

toneladas, donde el mayor productor es Estados Unidos con 351,27 millones de toneladas, 

seguido por Brasil, Argentina y Sudáfrica, con producciones de 80, 26 y 14,98 millones de 

toneladas de producción respectivamente (USDA, 2015). 

 

El maíz es por mucho el cultivo más importante de México, tanto desde el punto de vista 

alimentario, industrial y político además del social (SIAP, 2013).  

 

Durante el año agrícola 2012, incluyendo los ciclos agrícolas otoño/invierno y 

primavera/verano, se registró una producción de maíz en grano de una superficie sembrada 

de 7,372,218 hectáreas, habiéndose cosechado 6,923,899 hectáreas, (superficie siniestrada 

448,318 hectáreas), con una producción de 22,069,254 toneladas y un rendimiento de 3,19 

t.ha-1 (SIAP, 2014b).  

 

En el cuadro 1 se detallan las superficies de siembra y volúmenes de producción en los 

principales estados productores de maíz, registrados durante el año agrícola 2012.  

  

Cuadro 1. Superficies sembradas, cosechadas y siniestradas, producción y rendimiento de 

maíz en los principales estados productores de México.  

Fuente: SIAP (2014b). 

 

Estado 

Sup. 

Sembrada 

(ha) 

Sup. 

Cosechada 

(ha) 

Sup. 

Siniestrada 

(ha) 

Producción 

(t) 

Rendimiento 

(t.ha-1) 

Sinaloa 409,402 388,198 21,204 3,646,875 9.39 

Jalisco 605,082 584,027 21,054 3,235,188 5.54 

Michoacán 481,600 464,620 16,979 1,801,964 3.88 

México 556,325 529,849 26,475 1,575,300 2.97 

Chiapas 705,241 705,066 175 1,404,679 1.99 

Guerrero 469,896 466,062 3,834 1,304,132 2.80 

Veracruz 573,904 553,276 20,628 1,275,317 2.30 

Guanajuato 381,571 331,393 50,178 1,217,706 3.68 
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4.2. Almacenamiento de granos  

 

Una vez que se ha realizado la recolección, el almacenamiento de las cosechas constituye la 

fase esencial hasta que los productos recolectados se empleen ya sea en el consumo directo 

o en la industria de procesado intermedio y contribuye una parte importante de la seguridad 

alimentaria (Mejía, 2003; Cruz y Diop, 1990). 

 

Esto es debido a que existen limitaciones físicas en el consumo inmediato y la capacidad de 

aprovechamiento industrial de la producción total de las cosechas de granos. Por lo tanto, se 

tiene imperiosa necesidad de conservar y almacenarlos para garantizar la disponibilidad en 

la oportunidad y calidad requerida (Ramírez, 1974).  

 

Durante el almacenamiento, los granos almacenados sufren pérdidas que no siempre son 

evidentes, y el deterioro de la calidad rara vez se aprecia en toda su gravedad. Las pérdidas 

pueden ser cuantitativas o cualitativas y pueden ocurrir separadamente las unas de las otras. 

Se traduce en pérdidas económicas con la rebaja del precio del producto debido a la 

reducción en calidad y cantidad (FAO, 2010; Hall, 1971). 

 

Con un rango de 1-100% para maíz, la estimación mundial de pérdida para todos los granos 

en pos cosecha es de 5 -50%, con un promedio de 0.5-1% en Estados Unidos y África en 

30% (Desai, 2004), estimándose en África una pérdida de entre 14 a 36% de granos de maíz 

en post cosecha (Villers, 2015; Tefera, 2012).  

 

En México no existen cifras precisas que indiquen el volumen de pérdida de granos y 

semillas; sin embargo, se estima que anualmente se pierde entre el 5% y el 25% de la 

producción total de maíz, trigo y frijol, principales granos básicos del país (Ramírez, 1974), 

llegando hasta un 50% entre los pequeños productores (IICA, 2012).  

 

Los principales factores que determinan y acentúan las pérdidas de los granos que se 

almacenan en la mayoría de las áreas de producción del mundo, son físicos (temperatura, 

contenido de humedad e impurezas del grano), biológicos (insectos, ácaro, roedores, y 

microorganismos como hongo y bacteria), ingeniería y mecánica (tipo y eficiencia de las 

herramientas, equipamientos y maquinarias de cosecha, secado y almacenaje, transporte, 

etc.), socioeconómico (carencia de almacenes adecuados y facilidades de almacenamiento, 
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tipo de establecimiento y almacén y sistema de comercialización), (Folayan, 2013; Ramírez, 

1974). 

 

El principal objetivo de condicionamiento y almacenamiento es proteger a los granos de los 

factores físicos, manteniéndolos secos, con temperatura estable y protegiendo de los ataques 

de insectos, roedores y pájaros exclusivamente (Bengtsson y Whitaker, 1988).  

 

En los países en desarrollo, los pequeños productores usan diferentes estructuras de 

almacenamiento, que no garantizan la protección contra la mayor parte de las plagas de 

almacén, desconociendo el tipo, el costo y las pérdidas de los granos (Tabitha, 2013; Tefera 

et al.  2011).  

 

La necesidad de tecnología que sea efectivo, accesible y segura llevó al desarrollo de los 

silos bolsas y metálicos. Los silos metálicos han sido bastante promovidos por ser una 

tecnología que reduce las pérdidas durante el almacenaje, sin embargo no fue sometido a un 

análisis económico antes de ser promovido, y en algunos casos fueron inaccesibles para los 

pequeños productores (Tabitha, 2013; Tefera et al., 2011).   

 

4.3. Hongos en granos almacenados de maíz 

 

La contaminación de granos con mohos y hongos es reconocida como uno de los problemas 

más importantes en los países tropicales en todo el mundo (Kaaya y Kyamuhangire, 2006). 

 

Los hongos que afectan a granos y semillas en almacenamiento pueden ser diferenciados en 

dos grupos: de campo y de almacén; en ambas circunstancias el origen es desde el cultivo 

(Suleiman et al., 2013; Miller, 2008; Jouany, 2007; Carrillo, 2003; Arbeláez Torres, 1978; 

Christensen y Kaufmann, 1969).  

 

En el primer grupo se encuentran aquellas especies que son adquiridos en el campo, con 

desarrollo limitado en almacenamiento, entre los cuales se destacan algunos parasíticos 

como Cladosporium, Diplodia maydis, Verticillium, Aspergillus, Alternaria, 

Helminthosporium y Fusarium, o bien son simples como Pullularia (Aureobasidium), 

Acremonium (Cephalosporium) y Epicoccum (Krnjaja et al., 2013; Carrillo, 2003; Moreno 

Martínez y Benavides Ocampo, 1988; Bustamante, 1984).  
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Para crecer requieren generalmente una humedad relativa entre el 90 y 100% y un contenido 

de agua en los granos de 22 a 23%, con un amplio rango de temperatura entre 0 y 30°C, 

aunque algunos se pueden desarrollar a 35°C o más (Carrillo y Gómez Molina, 2007; 

Christensen y Kaufmann, 1969). 

 

Los daños causados por este grupo de hongos, pueden ser observados inclusive antes de la 

cosecha con una inspección de rutina (Christensen y Kaufmann, 1969). 

 

Los hongos que atacan a los granos en el almacén, conocidos como hongos de almacén, e 

invaden de preferencia el embrión, y para localizar sus principales fases de infección es 

necesario el cultivo del grano en medios de cultivo especiales, con el fin de provocar su 

crecimiento (Ramayo Ramírez, 1977). 

 

En el segundo grupo, los hongos de almacenamiento se caracterizan porque no atacan a la 

planta o lo hacen a niveles muy bajos (5%) antes de la cosecha y solo aparecen si se retarda 

la cosecha, o soportan periodos muy lluviosos, o después de un período de almacenamiento 

(Arbeláez Torres, 1978; Christensen y Kaufmann, 1969). 

 

Invaden principalmente el embrión ocasionando la pérdida total o parcial de los granos 

atacados y algunos de ellos tienen la capacidad de producir toxinas (Arbeláez Torres, 1978). 

 

Desde los estudios realizados por Crhistensen y López (1962), se ha observado que en 

México los principales géneros de hongos que atacan a los granos de almacén corresponden 

a los géneros Fusarium (Arrúa Alvarenga et al., 2012; García y Martínez, 2010; Hernández 

et al., 2007; Gallardo et al., 2006; Bucio et al., 2005), Aspergillus y Penicillium (Arrúa 

Alvarenga et al., 2012; Hernández et al., 2007; Gallardo et al., 2006; Bucio et al., 2005).   

 

Con menor frecuencia suelen ser reportados otros géneros como Rhizopus (Arrúa Alvarenga 

et al., 2012; Hernández et al., 2007; Gallardo et al., 2006), Mucor (Arrúa Alvarenga et al., 

2012; Gallardo et al., 2006) y Alternaria (Gallardo et al., 2006). 

 

Estos mismos grupos de hongos y en el mismo orden son hallados en los granos almacenados 

de maíz en otras partes del mundo (Venkataramana et al., 2014; Stumpf et al., 2013; 

Maširević et al., 2012; Marín et al., 2012; Ghiasian et al., 2004; Orsia et al., 2000), pero 
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además de éstos, también se observaron especies de Rhizomucor y Trichoderma (Kim et al., 

2013).  

 

Requieren menor humedad relativa (70 - 90%) y menor contenido de agua en las semillas 

(15 - 20%), pero el rango de temperatura es más amplio (0 - 45°C) y pueden crecer a una 

concentración de oxígeno más baja (Carrillo y Gómez Molina, 2007; Christensen y 

Kaufmann, 1969). 

 

4.4. Micotoxinas y hongos micotoxigénicos  

 

Los hongos que crecen sobre los materiales vegetales produciendo el deterioro de los 

mismos, pueden formar metabolitos secundarios que actúan como antibióticos, favoreciendo 

la prevalencia del hongo frente a otros microorganismos, muchas de tales sustancias son 

tóxicas para plantas y/o animales (Carrillo y Gómez Molina, 2007; Bennett y Klich, 2003; 

Swanson, 1987). 

 

Los metabolitos secundarios son una serie de compuestos que no son esenciales para el 

crecimiento vegetativo de los hongos, formando parte de este grupo los antibióticos y las 

micotoxinas (Soriano del Castillo, 2007). 

 

El término micotoxinas, deriva de las palabras griegas mikes y toxina, que significan hongo 

y veneno respectivamente, son compuestos que tienen lugar cuando la fase de crecimiento 

llega a su etapa final y durante la fase estacionaria, siendo a menudo asociado con la 

diferenciación y la esporulación (Soriano del Castillo, 2007). Se conocen unas 300 toxinas 

fúngicas (Carrillo, 2003; Binder, 2007; Arroyo-Manzanares et al., 2014). 

 

La presencia de las micotoxinas en los vegetales se puede deber a la infección de la planta 

en el campo por el hongo patógeno o a la colonización por los saprobios, al crecimiento de 

los mohos saprobios o patógenos postcosecha sobre los frutos y granos almacenados o al 

desarrollo fúngico saprobio durante el almacenamiento de los productos ya procesados 

(Chulze, 2010; Bennett y Klich 2003; Swanson, 1987). 

 

Las micotoxinas más importantes que contaminan granos de maíz y granos pequeños (trigo, 

triticale, cebada, etc.) son aflatoxina, ochratoxina, deoxynivalenol (conocido en algunas 
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áreas por nivalenol o DON), zearalenona y fumonisina (Miller, 2008; Binder, 2007; Pitt, 

2000).  

 

La aflatoxina es problema para muchos productos, sin embargo, cuando se trata de granos, 

es principalmente un problema en maíz. Esto es porque en maíz dependiendo de las 

condiciones ambientales la contaminación puede venir desde el campo (Miller, 1995).  

 

Las intoxicaciones producidas por las micotoxinas se denominan micotoxicosis (Swanson, 

1987; Soriano del Castillo, 2007). La incidencia de micotoxicosis aguda es un problema de 

salud animal, ya que los alimentos deteriorados por hongos se desechan o se destinan a 

consumo animal. Mientras que para el hombre tiene mayor importancia la micotoxicosis 

crónica, asociada al consumo de pequeñas cantidades de micotoxinas durante periodos 

prolongados (Soriano del Castillo, 2007; Hussein y Brasel, 2001). 

 

En general, los efectos de las micotoxinas en los seres humanos son limitados a estudios de 

casos, por lo que se recurre a la asociación epidemiológica de las micotoxinas en poblaciones 

con micotoxicosis (Bennett y Klich, 2003; Hussein y Brasel, 2001).  

 

En seres humanos, la aflatoxina es la toxina más comúnmente asociada con efectos 

mutagénicos, con desarrollo de carcinomas hepáticos, encefalopatías y deterioro visceral. En 

tanto la ochratoxina se ha demostrado como causante de tumores epiteliales, y la fumonisina 

B1 se relaciona con cáncer de estómago y múltiples afecciones (Hussein y Brasel, 2001). La 

aflatoxina B1 es considerada como el carcinógeno natural más peligroso conocido 

(Widstrom, 1996). 

 

Debido al peligro que representan las micotoxinas para la salud pública, diversas 

instituciones nacionales y organizaciones internacionales (Comisión Europea, Food and 

Drug Administration) han tomado medidas regulatorias con el fin de prevenir las afecciones 

causadas por estos compuestos (Arroyo-Manzanares et al., 2014; Liu et al. 2006).  

 

El reglamento aplicado por la Comisión Europea (2006) para los países miembros establece 

que las concentraciones de aflatoxina B1 para todos los cereales destinados al consumo 

humano no deben superar 2 ppm, mientras que las demás aflatoxinas (B2, G1 y G2), se tolera 
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hasta 4 ppm. Para las fumonisinas (B1 y B2) los límites son de hasta 2000 ppm (European 

Commission, 2006).  

 

En Estados Unidos, la FDA (Food and Drug Administration), en noviembre de 2001 ha 

establecido que los niveles de Fumonisinas no debe sobrepasar 4 ppm para productos 

derivados de maíz destinados al consumo humano, y dependiendo de la especie, entre 5 a 

100 ppm para aquéllos destinados al consumo animal (FDA, 2001).  Los Estados Unidos y 

el Canadá no tienen un valor límite único para la aflatoxinas (FAO, 2004). 

 

La regulación del Ministerio de Salud de Brasil, establece como límite máximo tolerado para 

aflatoxinas (B1, B2, G1, G2) 5 ppm, mientras que para fumonisinas (B1 + B2) desde enero 

de 2014 el límite máximo tolerado es de 2000 ppm, límite que para 2016 se reducirá a 1500 

ppm, todo esto en granos de maíz destinado al procesamiento o consumo (Misterio de Saúde, 

BR, 2011). 

 

En México la norma oficial mexicana (NOM-188-SSA1-2002), para los cereales de 

consumo humano establece un límite de aflatoxinas totales de 20 ppm, y en concentraciones 

de hasta 300 ppm para consumo animal (Secretaria de Salud, 2002). 

 

Los límites de aflatoxinas tolerados en los alimentos a nivel mundial varían de 0 a 35 ppm, 

siendo con mayor frecuencia de entre 4 a 20 ppm. El límite para las fumonisinas estaban 

reglamentadas en pocos países, aunque actualmente son más los que reglamentan en el maíz 

en un intervalo entre 1000 a 3000 µg/kg (FAO, 2004). 

 

En la producción de micotoxinas se destacan tres géneros fúngicos, pudiendo ser asociados 

cada uno de ellos con micotoxinas específicas. Los respectivos géneros y micotoxinas son: 

Aspergillus, que comúnmente produce aflatoxinas del tipo B1, M1 y G1 (Aspergillus flavus 

Link. Fr.), sterigmatocistina y ocratoxina A; Fusarium, importante productor de 

fumonisinas, zearalenona, tricotecenos (deoxynivalenol, toxina T2 y DAS), fusarina y 

moniliformina; y Penicillium, que se destaca como sintetizador de fatulina, la citrina y 

ocratoxina (Munkvold, 2003; Araújo Santana, 2012).  

 

La producción de micotoxinas, especialmente en granos almacenados, es altamente 

dependiente de las condiciones ambientales, tanto antes de la cosecha como en el 
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almacenamiento.  Las principales condiciones que influyen en el desarrollo de los hongos 

de almacén y consecuente producción de micotoxinas son la humedad del substrato, 

temperatura adecuada, tiempo de almacenamiento, el grado de invasión fúngica antes del 

almacenamiento, cuerpos extraños, daño físico en los granos y la actividad de insectos y 

ácaros que facilitan la diseminación (Milani, 2013; Suleiman 2013; Moreno Martínez y 

Benavides Ocampo, 1988; Christensen y Kaufmann, 1969).  

 

No siempre las condiciones ambientales que permiten a los hongos tener un buen 

crecimiento vegetativo, son las condiciones que se requieren para la producción de 

micotoxinas, ya que éstas son metabolitos secundarios de los hongos, que se generan bajo 

condiciones más específicas que las requeridas para el crecimiento vegetativo (Moreno 

Martínez y Benavides Ocampo, 1988; Shapira y Paster, 2004).  

 

En el cuadro 2 se presentan las condiciones de temperatura y actividad del agua óptima para 

producción de las principales micotoxinas según Milani (2013). 

 

Cuadro 2. Temperatura óptima en el grano para la producción de micotoxinas  

Micotoxina Temperatura (°C) 
Actividad del agua en el 

grano 

Aflatoxina 33 0.99 

Ochratoxina 25-30 0.98 

Fumonisina 15-30 0.9-0.995 

Zearalenona 25 0.96 

Deoxynivalenol 26-30 0.995 

Citrinina 20-30 0.75-0.85 

Fuente: Milani (2013). 

 

4.4.1. Fusarium  

 

Fusarium es el género más común causante de pudrición de mazorca y granos de maíz. La 

importancia de estas enfermedades ha sido reconocida por muchas décadas, pero el problema 

permanece debido a que no se ha encontrado altos niveles de resistencia a ser incorporados 

a los híbridos agronómicamente deseados. Entre las principales especies se encuentran F. 
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verticillioides, Fusarium subglutinans, F. proliferatum, F. graminearum y F. culmorum, 

(Munkvold, 2003).  

 

Por muchos años, estos hongos fueron reconocidos por presentarse sistemáticamente en 

hojas, tallos, raíces y granos, y puede ser encontrado en los granos en todas partes del mundo, 

inclusive en granos sanos. La podredumbre de granos causado por Fusarium es asociado con 

alta temperatura, años secos y daños por insecto (Miller, 2008).  

 

Los rastrojos de cultivos son las principales fuentes de inóculo para la infección, siendo los 

macroconidios y microconidios los inóculos más importantes. Pueden sobrevivir en rastrojos 

de otras plantas no hospederas, que son invadidas cuando las mismas poseen tejidos en 

senescencia (Smith y White, 1988; Parry et al., 1995; Jouany, 2007).  

 

Con las prácticas actuales de producción de semillas, la transmisión por semillas ha perdido 

importancia en relación a la diseminación por el viento a partir de otras fuentes de inóculo 

(Munkvold, 2003b).  

 

Fusarium verticillioides y Fusarium proliferatum son los más importantes productores de 

micotoxinas, básicamente producen las micotoxinas fumonisina y deoxynivalenol siendo las 

demás de importancia secundaria (Miller, 2008; Shephard et al. 1996). Se estima a nivel 

mundial una pérdida del 25% de los productos agroalimentarios contaminados por 

micotoxinas de Fusarium (Charmley et al. 1994).  

 

Son pocos los estudios realizados referentes a la interacción entre la producción de 

micotoxinas por Fusarium y las condiciones ambientales. La producción de micotoxinas 

ocurre principalmente en el campo durante la infección de las plantas, y se van acumulando 

en los granos (Munkvold, 2003b).  

 

Para la ocurrencia natural de fumonisina en el campo ha sido demostrado que es más 

importante una condición de sequía más que de temperaturas de estrés (Miller, 2008). 

 

Durante el almacenamiento, los fusarios son desplazados por los hongos de almacenamiento 

que soportan contenidos de humedad más bajo (Birzele y Prange, 2003). Especies de 

Fusarium pueden desarrollar crecimiento micelial a partir de 15% de contenido de humedad 
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en los granos, dependiendo del tiempo de almacenamiento, y se desarrolla rápidamente por 

encima de 18% de contenido de humedad. Si las condiciones de humedad son adecuadas 

para el desarrollo del hongo, la producción de zearalenona ya depende de la temperatura, 

para que esta micotoxina se produzca siendo la óptima entre 12-18°C (Sherwood y Peberdy, 

1974). 

 

La condición óptima para la producción de fumonisina B1 es de 30 °C a 0.97 aw para F. 

verticillioides y 15°C a 0.97 aw para F. proliferatum (Marín et al. 1999). Mientras que en 

otras especies la producción óptima de fumonisina se da a temperatura de 15-30° C y aw de 

0.9-0.995 (Milani, 2013). En una temperatura constante de 25°C, esto corresponde a una 

humedad relativa de los granos de 18-23% (Musser y Plattner, 1997). 

 

4.4.2. Aspergillus  

 

Aspergillus comprende a un diverso grupo de especies clasificadas de acuerdo características 

morfológicas, fisiológicas y filogenéticas, las cuales poseen importancia en biotecnología, 

producción de alimentos, ambientes cerrados y enfermedades en humano. Actualmente 

cuenta con 339 especies (Samson et al., 2014). 

 

Los aspergilos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza pudiéndose aislar de 

una gran variedad de substratos. Gracias a la facilidad de dispersión de sus conidios y a su 

pequeño tamaño, éstos pueden permanecer en suspensión en el ambiente durante un largo 

periodo de tiempo, y ser diseminado por el viento o insectos (Richard, 2007; Abarca, 2000).  

 

Son considerados habitantes naturales del suelo, saprófitos con un amplio rango de 

substratos, frecuentemente colonizan rastrojos de plantas y cultivos, también alimentos, y 

varias especies se encuentran entro los más típicos patógenos de poscosecha en frutales, 

granos y otros vegetales (Pitt, 2000; Barkai-Golan, 1980; Gregory, 1973). Un limitado 

número de especie puede causar infección a las plantas (Kozakiewicz, 1989). 

 

Causan el deterioro de muchos productos alimenticios, además de los metabolitos 

secundarios (micotoxinas), producen la inhibición de la germinación junto con cambios de 

color, calentamiento, amohosado, apelmazado y finalmente podredumbre de las semillas. 

Algunas especies, por ejemplo A. niger o A. oryzae, son de interés industrial o se emplean 
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en la fermentación de alimentos en ciertas regiones. Aunque las especies de Aspergillus 

generalmente no son considerados como un importante patógeno de plantas, es el más 

frecuente encontrado en los productos vegetales. Las especies más comunes son A. niger y 

A. flavus, seguido por A. parasiticus, A. ochraceaus, A. carbonarius y A. alliaceus. La más 

importante consecuencia es la presencia de contaminación por micotoxinas. Las principales 

micotoxinas elaboradas por Aspergillus son: aflatoxina, ochratoxina A y patulina, las cuales 

son producidas por varias especies de Aspergillus en diferentes productos de origen vegetal 

(Perrone et al., 2007; Varga et al., 2004; Kozakiewicz, 1989).   

 

Las aflaxotinas B1, B2, G1, G2 son los metabolitos fúngicos más tóxicos y carcinógenos 

que se encuentran en mayor frecuencia naturalmente, y las especies productoras más 

importantes son especies de Aspergillus de la sección Flavi, que incluyen a A. flavus y A. 

parasiticus y varias otras especies (Richard, 2007; Bennett y Klich 2003; Miller, 1995).  

 

En granos almacenados con alta humedad (˃14%) y temperatura (˃20 °C), y/o 

inadecuadamente secados pueden ser potencialmente contaminados (Ominski et al., 1994).  

 

Las condiciones ambientales requeridas para la germinación, crecimiento y producción de 

aflatoxinas por A. flavus y A. parasiticus, muestran que la germinación ocurre en un rango 

más amplio que las requeridas para el crecimiento, y que el rango de condiciones para 

producción de aflatoxina es menor que las del crecimiento (Milani, 2013). 

 

En el cuadro siguiente se presentan los requerimientos de humedad para el crecimiento de 

algunas especies de hongos en cereales almacenados, a temperatura de 25° a 27° C, según 

Montross et al. (1999).  

 

Cuadro 3. Requerimiento de humedad en el grano para el crecimiento de especies de 

Aspergillus. 

Especies de hongos Humedad relativa (%) Contenido de humedad (%) 

Aspergillus halophilieus 68 12-14 

Aspergillus restrictus 70 13-15 

Aspergillus glaucus 73 13-15 

Aspergillus candidus, 

Aspergillus ochraceus 
80 14-16 

Aspergillus flavus, 

Aspergillus parasiticus 
82 15-18 

Fuente: Montross et al. (1999).  
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Mureithi (2010) observó que A. flavus infecta a granos almacenados de maíz a partir del 13% 

de humedad relativa, ocurriendo la infección más alta del endosperma con humedad relativa 

de 18%.  

 

Las condiciones óptimas para la producción de aflatoxinas por A. flavus y A. parasiticus es 

de 33° C y 0.99 aw; mientras que para el crecimiento del hongo es de 35° C y 0.95 aw (Milani, 

2013). 

 

4.5. Estrategias de manejo de micotoxinas  

 

La producción de micotoxinas es específica por especies; por lo tanto, la correcta 

identificación y caracterización del hongo es de primordial importancia para el desarrollo de 

alguna estrategia de prevención (Samson et al., 2014). 

 

Para manejar la producción, tipo y cantidad de micotoxinas, en primer término se tendrá en 

cuenta lograr la sanidad del cultivo (apropiado rotación de cultivo y la aplicación de 

fungicidas en el momento necesario), seguida del acondicionamiento adecuado de los 

almacenes (correcta combinación del contenido de humedad, temperatura y tiempo de 

almacenamiento). Estos factores no actúan por separado, y el grado de la invasión fúngica 

dependerá de una interacción entre las mismas (Christensen y Kaufmann, 1969; Binder, 

2007).  

 

La sanidad de cultivo depende de las prácticas culturales, incluyendo la rotación de cultivos, 

labranza, fecha de siembra, manejo del riego y fertilización, éstos tienen efectos reducidos 

en la infección y en la subsecuente acumulación de micotoxinas (Munkvold, 2003a; Jouany, 

2007).  

 

La actual infraestructura y prácticas de almacenaje de granos en países desarrollados pueden 

prevenir el desarrollo de micotoxinas en postcosecha, pero este aspecto sigue siendo una 

amenaza en los países en desarrollo, especialmente en áreas tropicales (Munkvold, 2003a; 

Jouany, 2007). 

 

Son utilizados como alternativa el método físico de separación mecánica de granos 

quebrados por densidad de segregación, clasificación por color, o el simple lavado con 
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solución de carbonato de calcio, que producen alguna reducción de las micotoxinas en 

granos de maíz y otros granos (Binder, 2007). 

 

Otros métodos que también pueden ser aplicados, son el descascarado, tratamiento térmico, 

molienda, irradiación, biológicos y absorbentes (Jouany, 2007). Para intentar disminuir el 

efecto de las micotoxinas en piensos se ha propuesto el empleo de compuestos secuestrantes 

o detoxificantes (considerados como nueva categoría de aditivos) (Arroyo Manzanares et 

al., 2014). 

 

Sin embargo estos tratamientos en evaluaciones comerciales han fallado, debido a que 

además de reducir bajos niveles de micotoxinas, están limitados a micotoxinas específicas 

(Binder, 2007). 

 

En el almacenaje el desarrollo del moho puede surgir debido a la variabilidad de la humedad 

dentro de la masa de granos o la migración de la humedad que resulta del enfriamiento rápido 

del grano a lo largo de las paredes del silo. Por lo tanto, una estrategia de manejo de 

postcosecha de micotoxinas, que puede ser implementado, es mantener las condiciones 

apropiadas de almacenaje, incluyendo el control de insectos (Munkvold, 2003). 

 

La temperatura de almacenaje es el factor más crítico en el manejo de los problemas 

potenciales de micotoxinas en el secado de grano. Idealmente el grano puede ser enfriado 

después del secado y mantenerse entre 1º a 4ºC durante el almacenamiento. A esta 

temperatura, el metabolismo del hongo es mínimo. Durante los meses de verano, la 

temperatura del grano puede ser mantenida entre 10º y 15ºC. El control de la temperatura se 

logra mediante la aireación del grano del silo, donde la temperatura exterior del aire está 

dentro del rango deseado y la humedad es baja. La aireación es esencial para mantener la 

calidad del grano en almacenaje, mediante el control de la temperatura y la evaporación de 

la humedad que ha migrado y condensado en el silo (Midwest Plan Service, 1987).  

 

Debido a la imprevisibilidad de humedad y temperatura asociada al grano almacenado, no 

importa que tan cuidadosamente se secó o aireó. Las observaciones frecuentes son necesarias 

para interceptar el desarrollo de problemas por hongos y micotoxinas. Las observaciones 

semanales son recomendadas durante los meses calurosos, y cada dos semanas durante el 

invierno. Las observaciones pueden incluir la inspección de la temperatura, costras o mohos 
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en el grano, humedad en el silo, olor a moho y puntos calientes. Si algún problema es 

detectado, se deben tomar medidas inmediatas para reducir la temperatura, airear el silo, 

deshacer los puntos calientes o eliminar el grano dañado (Munkvold, 2003a). 

 

Otras alternativas para el control del crecimiento de hongos en granos almacenados es 

posible mediante atmosferas controladas, conservantes o inhibidores naturales (Chulze, 

2010). 

 

Los estudios que utilizan antioxidantes, aceites esenciales sobre diferentes condiciones de 

aw, temperatura y atmósfera controlada han sido evaluados como posibles estrategias para 

la reducción del crecimiento de hongos y micotoxinas (aflatoxinas y fumonisinas), en 

almacenamiento de maíz, siendo el costo con estos tratamientos una limitación para el uso 

en gran escala (Chulze, 2010). 

 

El uso de inhibidores de hongo solo reduce la cantidad de hongos pero no influencia sobre 

el contenido de micotoxinas producidos antes del tratamiento (Binder, 2007). 

 

Más de 280 especies de plantas han sido investigadas por sus efectos inhibitorios sobre 

especies de Aspergillus toxigénicos, y aproximadamente 100 de estas plantas poseen algún 

efecto sobre el crecimiento o producción de micotoxinas (Montes-Belmont y Carvajal, 

1998). 

 

También han sido evaluados otros inhibidores derivados de diferentes fuentes: Nesci et al. 

(2007), evaluaron el efecto del ácido transcinámico y el ácido ferúlico solos y en mezcla; 

Cota-Arriola et al. (2011), concentraciones de 6.71 y 10.66 g.L-1 de quitosano; Moreno-

Martínez et al. (2000) evaluaron la efectividad de los propionatos de amonio, de calcio, y de 

sodio; Giorni et al. (2008), atmósfera modificada.  
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1. Lugar y periodo de ejecución del estudio 

 

Las investigaciones se llevaron a cabo en el Laboratorio de Fitopatología de la Universidad 

Autónoma de Chapingo, ubicado en el km 38.5 de la carretera México - Texcoco, Chapingo, 

Estado de México, y el laboratorio de materiales orgánicos del CINVESTAV Querétaro, 

ubicado en el Fraccionamiento Real de Juriquilla, Santiago de Querétaro, Estado de 

Querétaro.  

 

El periodo de ejecución de los estudios fue entre los meses de julio 2014 hasta septiembre 

de 2015.  

 

5.2. Identificación y cuantificación de hongos y aflatoxinas en granos almacenados 

de maíz y su relación con las condiciones de almacenamiento  

 

5.2.1. Toma de muestra  

 

Se tomaron muestras en almacenes de grano maíz de los principales estados productores 

(Cuadro 4). Las mismas se realizaron de acuerdo a lo establecido en la norma oficial 

mexicana (NOM-188-SSA1-2002) que establece límites de contenido de aflatoxinas en los 

granos de cereales.  

 

Cuadro 4. Número de muestras evaluadas por estado 

Estado Número de muestras 

Chiapas 6 

Guanajuato 3 

México 5 

Morelos 2 

Oaxaca 2 

Puebla 4 

Sinaloa 3 

Tabasco 1 

Veracruz 1 

Total 27 
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Durante e inmediatamente después del muestreo, se determinaron las principales 

condiciones (humedad, tipo de almacenamiento, daños en los granos, peso volumétrico, 

tiempo de almacenamiento y material genético) en que se encontraban los granos.  

 

5.2.2. Aislamiento, purificación y cuantificación  

 

Se emplearon 12 semillas de cada muestra, las que fueron inicialmente desinfectadas en su 

superficie, durante 2 minutos, con hipoclorito de sodio al 2%, se enjuagaron con agua 

destilada y secaron con papel estérilizado. Posteriormente se colocaron en placas de Petri (3 

semillas por cada placa de Petri) con medio de cultivo papa-dextrosa-agar e incubadas 

alrededor de 7 días a 27 (±2) °C (Hernández et al., 2007; Carrillo, 2003; Quiñones Martínez, 

2011).  

 

Se realizaron aislamiento y purificación mediante cultivo de punta de hifa de cada cepa de 

hongos para su posterior identificación (Morales et al. 2007; Castañeda Ruiz, 2001; French 

y Teddy, 1980).  

 

5.2.3. Identificación morfológica 

 

La identificación morfológica de los hongos se realizó mediante observación microscópica 

de montajes con la técnica de cinta pegante (adhesiva) (Arenas, 2003), provenientes de 

aislamientos desarrollados en cajas de Petri sobre medio de cultivo PDA y AA con clavel.  

 

Las observaciones fueron comparadas con claves descriptivas de identificación (Sampson et 

al., 2014; Leslie y Summerell, 2006; Carrillo, 2003; Moreno-Martínez y Benavides Ocampo, 

1988; Nelson et al., 1981; Booth, 1971).  

 

Las características morfológicas consideradas durante la identificación fueron: velocidad de 

crecimiento, pigmentación y aspecto del micelio aéreo, presencia o ausencia, arreglo, 

tamaño, forma y coloración de micronocidios; tamaño, forma, coloración y número de 

células de los macroconidios, presencia o ausencia de clamidosporas, tamaño y forma de la 

cabeza y vesícula y presencia o ausencia de métula.  
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5.2.4. Identificación molecular 

 

Para esta técnica se considero la frecuencia de aislamiento, seleccionandose 8 cepas que 

presentaron la mayor frecuencia, y se identificaron a nivel de especie.  

 

Para la extracción del DNA fúngico, se siguió el protocolo descrito por la empresa 

MACROGEN del Kit DNeas y Plant Mini Kit, Marca Quiagen, que consiste en lo siguiente:  

De cada hongo purificado e incubado durante 7 días en medio de cultivo PDA, se 

transfirieron de 50 a 100 mg de micelio a un tubo de microcentrifuga (Eppendorf), se 

adicionaron 400 μL de Buffer AP1 y 4 μL de RNasa, se agitó en vortex, se incubaron las 

muestras en Baño María por 10 min a 65 °C, agitando por inversión 2 o 3 veces; se 

adicionaron 130 μL de Buffer AP2 y se mantuvieron 5 min en hielo. La mezcla se colocó en 

la columna QIAshredder Mini spin y se centrifugó por 2 min a 14,000 rpm. Se transfirió el 

líquido que pasó por la columna a un nuevo tubo de microcentrifuga, al que se le adicionaron 

1.5 volúmenes del buffer AP3/E; se colocó en una columna DNeasy Mini spin, se centrifugó 

por 1 min a 8 000 rpm, se pasó a un nuevo tubo, se agregaron 500 μL del buffer AW; se 

centrifugó por 1 min a 8 000 rpm, se agregaron otros 500 μL del buffer AW y se centrifugó 

por 2 min a 14, 000 rpm, con el propósito de lavar el ADN; finalmente, se transfirió la 

columna DNeasy Mini spin a un tubo nuevo, se pusieron 100 μL de buffer AE del DNeasy 

para la elución, se incubó por 5 min a temperatura ambiente y se centrifugó por 1 min a 

8,000 rpm (Qiagen, 2012). 

 

Una vez obtenido el ADN de las 8 cepas, el producto fue enviado a los Laboratorios de 

MACROGEN en Korea para la amplificación de dos regiones universales, una 

correspondiente a la región ITS, así como la región de los genes que codifican para el factor 

de elongación. 

 

Para cepas del género Aspergillus se realizó la amplificación de la región ITS y se utilizaron 

los iniciadores universales ITS-4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS-5 (5’-

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) de genes rRNA, de las subunidades 18S, 5.8S y 

28S. Los cuales amplifican un espaciador intergénico interno (ITS) y generan un producto 

de talla variable entre 550 y 585 pares de bases (pb) aproximadamente (Samson et al. 2014). 
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Por su parte, para cepas con características morfológicas correspondientes al género 

Fusarium, se amplificaron los genes que codifican para el factor de elongación EF1 

ATGGGTAAGGAGGACAAGAC y EF2 GGAAGTACCAGTGATCATGTT, que generan 

un producto de 700 pares de bases (O’Donnell et al., 1998). 

 

5.2.5. Cuantificación de Aflatoxinas 

 

Se realizó utilizando cromatografía de afinidad basada en anticuerpos monoclonales, que 

detecta las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en granos (Aflatest/VICAM), validado por AOAC 

(1995). Para la misma se siguió el procedimiento siguiente: se molieron 50 g de la muestra 

y se agregó 5 g de sal libre de Iodo, éstos fueron mezclados en una solución de metanol/agua 

destilada 80:20 en una licuadora, durante 1 minuto. Posteriormente se pasó por filtro de papel 

en un vaso de precipitado; 10 mL de esa solución se diluyó en 40 mL de agua destilada. 

Posteriormente, se filtró 2 mL del extracto y se lo pasó por la columna de afinidad Aflatest 

a una velocidad de 1-2 gotas.seg-1, de la misma manera la columna de afinidad Aflatest fue 

lavada 2 veces haciendo pasar agua destilada a una velocidad de 1-2 gotas.seg-1 de 5 mL. 

Las aflatoxinas se eluyeron de la columna de afinidad, haciendo pasar por la misma 1 mL de 

metanol grado HPLC, a una velocidad de 1-2 gotas.seg-1, recogiendo el resultante en tubo 

de 10 mL; se agregó 1 mL de revelador Aflatest, y se colocó durante 30 segundos en un 

fluorómotro VICAM Serie 4 E, previamente calibrado.  

 

5.2.6. Procesamiento de datos 

 

Los datos obtenidos fueron ordenados en una planilla electrónica (Excel), y posteriormente 

se realizaron pruebas de regresión lineal múltiple con el software SAS versión 9.3, entre la 

frecuencia de aislamientos, los niveles de aflatoxinas y las condiciones de almacenamiento 

registradas durante el muestreo. Se consideró como criterio que la variable represora para 

entrar y permanecer en el modelo debe tener un error tipo I menor a 0.05, y en los casos que 

fuese necesario, no se incluyó el intercepto en el modelo.  
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5.3. Prueba In Vitro de inhibidores 

 

5.3.1. Unidad, diseño, material y tratamientos experimentales 

 

Las unidades experimentales fueron placas de Petri de 90 mL, con 20 mL de medio de cultivo 

PDA, dispuestos en un diseño experimental completamente al azar con 4 repeticiones. Fue 

realizado el mismo experimento en dos ocasiones (2 repeticiones).  

 

Las especies de hongos utilizados en la experiencia fueron: Aspergillus flavus, Aspergillus 

fumigatus y Fusarium verticillioides, previamente purificados con cultivo monospórico y 

multiplicados en medio de cultivo PDA.  

 

Los inhibidores utilizados fueron extracto de Larrea tridentata 95%; Azadiractina 85%; y 

Ácido ascórbico 1% + Ácido cítrico 0.25% + Ácido láctico 0.25%.  

 

Los tratamientos consistieron en concentraciones de 0, 1, 10, 100, 1,000 y 10,000 ppm para 

los inhibidores extracto de Larrea tridentata 95% y Azadiractina 85%, y concentraciones 0, 

1, 10, 100 y 1,000 ppm para el inhibidor conformado por la mezcla de Ácido ascórbico 1% 

+ Ácido cítrico 0.25% + Ácido láctico 0.25%.  

 

Los tratamientos se aplicaron agregando diluciones requeridas de cada uno de los extractos 

en el medio de cultivo PDA, para obtener las respectivas concentraciones, que 

inmediatamente se vertieron en las placas Petri (Guerrero-Rodríguez et al., 2007) y se dejó 

solidificar durante 24 horas. Después se inocularon las placas colocando en el centro una 

porción de la colonia cultivada de la cepa de 0.4 cm de diámetro. 

 

5.3.2. Variables evaluadas y metodología utilizada 

 

Para el experimento se evaluaron: 

 Crecimiento radial: se trazó una línea diametral que pasara por el centro del 

crecimiento y cada 48 horas se midió el crecimiento radial en sentido de la línea con 

una regla centimetrada. Se expresó en centímetros.  
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 Crecimiento micelial relativo al testigo absoluto: el porcentaje de crecimiento 

micelial en relación al testigo absoluto (0 ppm) se determinó en base al diámetro de 

las colonias y al testigo absoluto, que fue considerado como el 100% de crecimiento. 

 

5.3.3. Procesamiento de datos 

 

Se realizó análisis de varianza, y en el caso de existir diferencias significativas entre los 

tratamientos se realizó una prueba de Tukey (α=0.05). Al corresponder los datos de dos 

experimentos iguales, en un primer análisis se metió como factor las dos réplicas, pero al no 

haber diferencias significativas entre la réplica I y II, se concatenó en un solo experimento 

para el análisis de varianza final.  

 

5.4. Evaluación de inhibidores aplicados en grano con diferentes niveles de 

humedad 

 

5.4.1. Unidad, diseño, material y tratamientos experimentales 

 

Las unidades experimentales fueron botellas plásticas de 600 mL en las que se colocaron 

350 gramos de granos, mantenidas a 27° C (±2 ° C), tapada con película delgada de 

polietileno para evitar la pérdida de humedad.  

 

El estudio del manejo fue experimental, en un diseño de bloques completos al azar con 

arreglo factorial (3x3x5) y dos repeticiones. Los factores fueron: A) especies de hongos 

(Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus y Fusarium verticillioides); B) contenido de 

humedad (12, 15 y 18%); y C) empleo de anti fúngicos (Extracto de Larrea tridentata 10 

mL.L-1; Azadiractina 20 mL.L-1; fosfuro de aluminio 3mg. L-1; Ácido ascórbico 1% + Ácido 

cítrico 0.25% + 0.25% 1.5 mL.L-1) y un testigo.  

 

El material experimental utilizado fue granos de maíz de la variedad criolla previamente 

desinfectada con un desinfectante orgánico de amplio espectro para uso agropecuario e 

industrial, compuesto por una mezcla sinérgica de ácidos orgánicos y compuestos 

peroxigenados (Virkon) en concentración de 1 g.500 mL-1. 
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Para la aplicación de los tratamientos se siguieron los pasos siguientes:  

 

 Inoculación: se realizó aplicando a cada unidad experimental 3 mL de suspensión 

con conidios correspondientes de cada hongo (Aspergillus flavus, Aspergillus 

fumigatus y Fusarium verticillioides), en una concentración de 500,000 conidios por 

mL. 

 Antifúngicos: fueron aplicados directamente sobre el grano 3 mL de productos por 

unidad experimental, con las correspondientes dosis (Extracto de Larrea tridentata 

10 ml/l; Azadiractina 20 mL.L-1; fosfuro de aluminio 3 mg.L-1; Ácido ascórbico 1% 

+ Ácido cítrico 0.25% + 0.25% 1.5 mL.L-1), a las 24 horas después de la inoculación.  

 Ajuste de humedad: después de 20 horas a 4° C, para permitir una homogeneización 

de la humedad de los granos, se realizó el humedecimiento ajustando el contenido de 

humedad a 12, 15 y 18% mediante la fórmula de Pixton y Griffith (1971):  

100 − H1

100
xP1 =

100 − H2

100
x P2 

Donde H: humedad; P=peso 

 

5.4.2. Variables evaluadas y metodología utilizada 

 

 Incidencia de hongos en cámara húmeda: a los 10, 20 y 30 días después de la 

inoculación (DDI) se colocaron en cámaras húmedas 4 repeticiones de 25 semillas 

de cada unidad experimental y se contó el crecimiento micelial en los granos a los 7 

días despues de la incubación. Se expresó en porcentaje mediante la fórmula 

siguiente: 

Incidencia (I) = (n° de hongos aislados/total de granos) x100. 

 Incidencia de hongos en los granos almacenados: en 100 granos de cada unidad 

experimental se realizó el conteo del crecimiento micelial en los granos a los 30, 60 

y 90 días de almacenamiento. Se expresó en porcentaje.  

 Determinación de aflatoxinas: Se realizó utilizando cromatografía de afinidad basada 

en anticuerpos monoclonales, que detecta las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2 en granos 

(Aflatest/VICAM).  
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5.5. Procesamiento de datos 

 

Se realizó análisis de varianza y en el caso de existir diferencias significativas entre los 

tratamientos se realizó una prueba de Tukey (α=0.05), en los casos de interacción entre 

factores, se desdoblaron las interacciones para una mejor comprensión. Se utilizó el software 

de análisis estadístico SAS versión 9.3. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6.1. Cuantificación de hongos y aflatoxinas en granos almacenados de maíz 

 

6.1.1. Características generales de las muestras 

 

Las muestras estudiadas provinieron de distintos tipos de establecimientos, ya sea productor, 

locales comerciales o locales de almacenamiento, siendo en su mayor parte, proveniente de 

productores.  

 

Las formas de almacenamiento varíaron de acuerdo al tipo de establecimientos de donde 

provinieron. Aquellas muestras obtenidas a partir de productores, generalmente son 

almacenadas en tambores de 100 o 200 litros, o en costales, y con menor frecuencia en trojas 

o cozcomates. En los locales comerciales el almacenamiento comúnmente se realiza en 

costales, mientras que en los establecimientos de almacenamiento se realiza en silos de 

granos con tecnología más avanzada. 

 

Esta menor disponibilidad de tecnología en el almacenamiento de los granos por parte de los 

pequeños productores provoca una mayor cantidad de pérdida principalmente en las regiones 

tropicales o subtropicales (IICA, 2012; Munkvold, 2003a; Jouany, 2007). 

 

En su mayor parte los granos analizados fueron de variedades criollas y el híbrido Asgrow 

7573, y con menores frecuencias otros híbridos como Cronos y DK 2060.  

 

La humedad de los granos almacenados osciló entre un rango de 14.4 a 22.2%, con una 

media de 13.24% (Cuadro 5). En el 70% de los granos el contenido de humedad fue de 13% 

o menor, lo cual según Munkvold (2003b) es recomendado para el almacenamiento de 

granos de maíz.  

 

El tiempo de almacenamiento también fue muy variable (de 4 a 42 meses), con un 60% de 

muestras almacenadas por menos de un año, siendo el mayor tiempo de almacenamiento de 

establecimientos de productores que destina su producción al autoconsumo.  
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Cuadro 5. Características de las muestras de granos de maíz provenientes de distintos estados 

de México  

Características  Promedio Mínimo Máximo 

Humedad 13.24 10.40 22.20 

Tiempo de almacenamiento (meses) 11.81 4.00 42.00 

Daños en la semilla (%) 19.81 1.00 84.00 

Peso volumétrico (kg.hL-1)    72.24 46.90 80.70 

 

Los daños observados en las semillas fueron daños mecánicos durante la cosecha o daños 

por insecto, con una media de 20%. Tanto el tiempo de almacenamiento y el nivel de daños 

que mostraron los granos son factores determinantes en la incidencia de hongos 

micotoxigénicos, y por lo tanto de micotoxinas en los granos (Christensen y Kaufmann, 

1969; Binder, 2007).  

 

Para peso volumétrico la media fue 72.24 kg.hL-1, con un rango que varió de entre 46.9 a 

80.7 kg.hL-1, muy aproximados a lo reportado por Peña Betancourt et al., (2013), quienes 

analizando 15 muestras provenientes de diferentes estados de variedades criollas e híbridos 

de granos maíz destinados para el consumo, encontraron que el peso volumétrico se halla 

entre 49 y 80 kg.hL-1. 

 

6.1.2. Frecuencia de ailamiento de hongos 

 

Los géneros con mayor frecuencia fueron Fusarium y Aspergillus, con 32 y 8% de incidencia 

respectivamente. Estos dos generos conjuntamente con Penicillium (1.1%), son los hongos 

más frecuentes en granos almacenados a nivel mundial (Venkataramana et al., 2014; Stumpf 

et al., 2013; Maširević et al., 2012; Marín et al., 2012; Arrúa Alvarenga et al., 2012; García 

y Martínez, 2010; Hernández et al., 2007; Gallardo et al., 2006; Bucio et al., 2005; Ghiasian 

et al., 2004; Orsia et al., 2000; Crhistensen y López, 1962). 

 

Otros géneros aislados fueron Cladosporium (2.4%), Rhizopus (1.1%) y Trichoderma 

(1.4%) (Figura 1).  
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Figura 1. Frecuencia de aislamiento de hongos (%) en granos de maiz almacenados bajo 

diferentes condiciones en México.  

 

Se identificaron 4 especies de Fusarium: (F. verticillioides 15.1%, F. oxysporum 4.5%, F. 

proliferatum 4.2%, y F. graminearum 8.1%) y dos especies de Aspergillus: (A. flavus 4.8% 

y A. fumigatus 3.2%).  

 

Al realizar una regresión lineal múltiple con una probabilidad de error tipo I del 0.05 entre 

el contenido de humedad en los granos, el tiempo de almacenamiento, daños de la semilla y 

peso volumétrico con la incidencia del género Aspergillus, se pudo generar un modelo, 

correspondiendo el mejor ajuste a la ecuación siguiente: Frecuencia de Aspergillus = 2.11 

(% contenido de humedad en los granos) – 0.27 (peso volumétrico).  

 

Algunos factores como el daño en los granos ya sea mecánico o por insecto que facilita la 

infección del hongo (Setamou et al., 1997), formaron parte del modelo cuando se permitía 

la probabilidad de error tipo I del 0.1, sin embargo al reducir ésta a 0.05 ya no quedó en el 

modelo de mejor ajuste, indicando de esta manera que, aunque haya influido en el nivel de 

incidencia de Aspergillus, el contenido de humedad en los granos y el peso volumétrico, 

tuvieron una mayor influencia.  

 

La humedad de grano fue el factor con mayor influencia en la incidencia de Aspergillus en 

las muestras evaluadas, según Ominski et al., (1994), y conjuntamente con la temperatura 

afectan fuertemente la invasión fúngica en granos almacenados.  
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La influencia del peso volumétrico se debe a que está relacionado con una mayor dureza de 

los granos (Correa et al., 2002), por lo tanto genera una mayor dificultad a que sean 

invadidos por los microorganismos. 

 

Sin embargo, ninguno de los factores actúan por separado, y el grado de la invasión fúngica 

dependerá de una interacción entre las mismas (Christensen y Kaufmann, 1969; Binder, 

2007).  

 

6.1.3. Niveles de aflatoxinas 

 

Los niveles de aflatoxinas detectados en las muestras tuvieron una variación de entre 0 a 68 

ppm, con una media de 9.74 ppm (Figura 2). El 93% de las muestras tuvo una concentración 

de aflatoxinas por debajo del nivel permitido por la norma oficial mexicana (NOM-188-

SSA1-2002), que establece límites del contenido de Aflatoxinas en los granos de cereales 

para el consumo humano y animal de 20 ppm.  

 

 

Figura 2. Niveles de aflatoxinas en muestras de granos almacenados de maíz provenientes 

de distintos estados de México.  

 

Los niveles de aflatoxinas mayores a 20 ppm fueron las muestras con la menor frecuencia, 

con un total de 7%. El mejor ajuste para esta variable fue el modelo siguiente: niveles de 

aflatoxinas (ppm) = 0.49 (tiempo de almacenamiento) + 0.68 (% incidencia de Aspergillus). 

67%

15%

11%

7%

menor a 5 ppm de 5 -9 ppm de 10 -20 ppm mayor a 20 ppm
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Lo anterior coincide con lo reportado por Hell et al., (2000), quien en un estudio realizado 

en los países de la costa este de África, encontró que los factores de mayor influencia en la 

acumulación de aflatoxinas fueron el tiempo de almacenamiento, los daños en la semilla, y 

el uso de productos o extractos de plantas locales como protectantes durante el 

almacenamiento. Asimismo, el grado de invasión fúngica está ampliamente documentado 

como uno de los principales aspectos en el contenido de micotoxinas en postcosecha 

(Chulze, 2010; Bennett y Klich 2003; Swanson, 1987), lo cual fue constatado en esta 

investigación y validado con el modelo antes mencionado. 

 

6.2. Prueba In Vitro de inhibidores 

 

6.2.1. Aspergillus flavus  

 

En el cuadro 6 y 7 se presentan los resultados correspondientes al crecimiento radial en 

centímetro del micelio y crecimiento micelial relativo al testigo absoluto de A. flavus con 

diferentes concentraciones de inhibidores, a los 6 días despues de la inoculación. En donde 

se observaron diferencias estadísticas altamente significativas para los 3 inhibidores 

utilizados.  

 

Cuadro 6. Crecimiento radial del micelio en centímetros de A. flavus a los 6 días después de 

la inoculación con diferentes concentraciones de inhibidores. Texcoco, 2015.  

Tratamientos 

(ppm) 

Ác. ascórbico 1% + 

Ác. cítrico 0.25% + 

Ác. láctico 0.25% 

Tukey1 

5% 

Azadiractina 

85% 

Tukey1 

5% 

Extracto de L. 

tridentata 95% 

Tukey1 

5% 

10000   0.43 A 0.26 A 

1000 0.00 A 0.43 A 0.43    AB 

100 0.14 A 0.58 ABC 0.44       B 

10 0.50     B 0.72   C 0.46       B 

1 0.54     B 0.64 BC 0.49       B 

0 0.49     B 0.49 AB 0.54        B 

Media 0.33  0.57  0.44  

FC 52.88**  6.83**  5.59**  

CV (%) 28.86  23.24  23.69  
** Significativo a p<=0.01. 1Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) 

 

Para el caso de la mezcla de Ácido ascórbico 1% + Ácido cítrico 0.25% + Ácido láctico 

0.25%, se observó que en una concentración de 1,000 ppm no permitió el crecimiento 
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micelial del hongo (0% de crecimiento micelial), y siendo muy leve el crecimiento en la 

concentración 100 ppm (27% de crecimiento micelial), estas dos concentraciones se 

diferenciaron significativamente de los demás tratamientos con menor concentración, las 

cuales no causaron inhibición del crecimiento micelial y resultaron estadísticamente 

similares al tratamiento control (0 ppm).  

 

Con azadiractina al 85%, los valores más bajo de crecimiento micelial fueron observadas en 

concentraciones de 10,000 y 1,000 ppm, con promedios similares y un crecimiento micelial 

de 94 y 91% respectivamente (Cuadro7), lo anterir tambien ha sido observado por 

Ghorbanian et al., (2008) y Bhatnagar y McCormick (1988), con Aspergillus parasiticus. 

 

Asimismo, para concentraciones de 100, 10 y 1 ppm, el crecimiento micelial fue aun mayor, 

inclusive con promedios superiores al testigo, evidenciando que de acuerdo a la variación de 

concentración, se podría presentar un efecto estimulante de este producto para A. flavus.  

 

Resultados similares fueron presentados por Da Costa et al. (2010) y Allameh et al. (2002), 

en concentraciones de 5,000 y 50,000 ppm, quienes no observaron efecto del aceite esencial 

de Neem sobre el crecimiento, sin embargo, pudieron comprobar que hay una reducción en 

la producción de aflatoxinas.  

 

Cuadro 7. Porcentaje de crecimiento micelial relativo al testigo de A. flavus con diferentes 

concentraciones de inhibidores. Texcoco, 2015.  

Tratamientos 

(ppm) 

Ác. ascórbico 1% + 
Ác. cítrico 0.25% + 

Ác. láctico 0.25% 

Tukey1 

5% 

Azadiractina 

85% 

Tukey1 

5% 

Extracto de 
L. tridentata 

95% 

Tukey1 

5% 

10000   94 A 55 A 

1000 0 A 91 A 92   AB 

100 27 A 121   AB 94   AB 

10 107      B 152   AB 95   AB 

1 113      B 134   AB 115     B 

0 100      B 100   AB 100     B 

Media 69  121  112  

FC 36.33**  3.78**  4.38  

CV (%) 35.15  30.98  27.4  
** Significativo a p<=0.01. 1Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) 
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En el tratamiento con extracto de Larrea tridentata 95%, el crecimiento micelial en la 

concentración 10,000 ppm fue de 55% (Cuadro 7), claramente inferior al crecimiento 

micelial en las concentraciones menores entre las que no se observó diferencias 

significativas (inclusive con el tratamiento control, 0 ppm), y donde el crecimiento micelial 

fueron superior al 90%.  

 

6.2.2. Aspergillus fumigatus 

 

En los cuadro 8 y 9 se presentan los resultados correspondientes al crecimiento radial del 

micelio (en cm) y crecimiento micelial relativo al testigo absoluto de A. fumigatus, con 

diferentes concentraciones de inhibidores a los 6 días después de la inoculación. Se 

observaron diferencias estadísticas altamente significativas para los 3 inhibidores utilizados.  

 

La mezcla de Ácido ascórbico 1% + Ácido cítrico 0.25% + Ácido láctico 0.25%, en su 

concentración de 1,000 ppm, no permitió el crecimiento de A. fumigatus (0% de crecimiento 

micelial) (Cuadro 9). En las concentraciones menores se observaron crecimientos 

considerables, con un crecimiento micelial del 75% en 100 ppm, y 91% en 10 ppm, con 

resultados similares estadísticamente con la dosis de 1 ppm y el control (testigo absoluto). 

 

Cuadro 8. Crecimiento radial de micelio en centímetro de A. fumigatus con diferentes 

concentraciones de inhibidores a los 6 días después de la inoculación. Texcoco, 2015.  

Tratamientos 

(ppm) 

Ác. ascórbico 1% + 

Ác. cítrico 0.25% + 

Ác. láctico 0.25% 

Tukey1 

5% 

Azadiractina 

85% 

Tukey1 

5% 

Extracto de L. 

tridentata 

95%  

Tukey1 

5% 

10000   0.69   A  0.35     A 

1000 0.00 A  0.72   A  1.11 B 

100 1.04    B  1.43 B  1.11 B 

10 1.28 C  1.55 B  1.14 B 

1 1.39 C  1.56 B  1.35 B 

0 1.41 C  1.40 B  1.38 B 

Media 1.02  1.33  1.22  

FC 111.23**  59.19**  24.28**  

CV (%) 15.48  12.25  20.00  

** Significativo a p<=0.01. 1Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) 

 

El ácido ascórbico resultó muy eficiente en concentraciones muy bajas para ambas especies 

de Aspergillus, inclusive en concentraciones más bajas de las permitidas para la 
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conservación de productos alimenticios que es de 1 a 6% (Ribotta y Tadini, 2009), 

reflejandose el efecto sinérgico de la mezcla de los tres; Ácido ascórbico 1% + Ácido cítrico 

0.25% + Ácido láctico 0.25%. 

 

En cuanto a Azadiractina 85%, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos con 

10,000 ppm y 1,000 ppm, con un crecimiento micelial del 46 y 48% respectivamente 

(Cuadro 9), al igual que los demás tratamientos y éstos con el testigo, con un rango de 

crecimiento entre 1.40 y 1.56 cm de radio a los 6 días después de la inoculación (Cuadro 9).  

 

Cuadro 9. Porcentaje de crecimiento micelial relativo al testigo absoluto de A. fumigatus con 

diferentes concentraciones de inhibidores. Texcoco, 2015.  

Tratamientos 

(ppm)  

Ác. ascórbico 1% + 
Ác. cítrico 0.25% + 

Ác. láctico 0.25% 

Tukey1 

5% 

Azadiractina 

85% 

Tukey1 

5% 

Extracto de L. 
tridentata 

95%  

Tukey1 

5% 

10000   46 A 26    A 

1000 0 A  48 A 82 B 

100 75     B  97     B 81 B 

10 91      C  105     B 85 B 

1 100      C  105     B 100 B 

0 100      C  93     B 100 B 

Media 73  90  90  
FC 160.85**  26.82**  15.26**  

CV (%) 12.84  18.40  25.17  
** Significativo a p<=0.01. 1Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) 

 

El extracto de Larrea tridentata 95%, tuvo su mayor eficacia únicamente en la concentración 

de 10,000 ppm, permitiendo un crecimiento micelial de 0.35 cm (Tabla 3), correspondiendo 

esto a 26% de crecimiento micelial relativo al testigo absoluto, diferenciándose de las demás 

concentraciones que llegaron a más de 80% de crecimiento micelial del hongo y siendo 

similares estadísticamente al tratamiento control (Cuadro 9).  

 

6.2.3. Fusarium verticillioides 

 

En los cuadros 10 y 11 se presentan los resultados correspondientes al crecimiento radial en 

centímetros de micelio y crecimiento micelial relativo al testigo absoluto de F. 

verticillioides, con diferentes concentraciones de inhibidores a los 6 días de inoculación. 
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Similar con los observados en A. flavus y A. fumigatus, las diferencias observadas resultaron 

altamente significativas para los 3 inhibidores utilizados.  

 

Como lo ocurrido con A. flavus y A. fumigatus, la concentración de 1,000 ppm de Ácido 

ascórbico 1% + Ácido cítrico 0.25% + Ácido láctico 0.25%, no hubo crecimiento de F. 

verticillioides, pero en el tratamiento de 100 ppm el crecimiento micelial fue del 80%, e 

inclusive se observó una clara estimulación en el crecimiento en las concentraciones 

menores, con crecimiento micelial por encima de lo observado en el testigo absoluto 

(Cuadros 10 y 11). 

 

Cuadro 10. Crecimiento radial de micelio en centímetros de F. verticillioides con diferentes 

concentraciones de inhibidores a los 6 días después de la inoculación. Texcoco, 2015.  

Tratamientos 

(ppm) 

Ác. ascórbico 1% + 
Ác. cítrico 0.25% + 

Ác. láctico 0.25% 

Tukey 

5% 

Azadiractina 

85% 

Tukey 

5% 

Extracto de L. 
tridentata 

95%  Tukey 5% 

10000   1.04 A 0.34    A  

1000 0  A  1.21    B 1.51          D 

100 0.7    B 1.68      C 0.98      C 

10 1.02       CD 2.04         D 0.66 B 

1 1.19         D 1.9         D 0.81    BC 

0 0.88  BC 0.88 A 0.88       C 

Media 0.76  1.54  0.97  

FC 111.81**  155.26  86.54  

CV (%) 16.25  7.51  13.72  
** Significativo a p<=0.01. 1Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) 

 

Para Azadiractina 85%, no hubo inhibición del crecimiento de F. verticillioides, inclusive se 

observó estimulo en el crecimiento, tendencia observada en A. flavus, cuando las 

concentraciones del producto eran menores a 1,000 ppm. Un comportamiento 

contaradictorio o diferente fue observado por Moslem y El-Kholie (2009), quienes pudieron 

comprobar efectos inhibitorios del extracto de Neem pero en F. oxysporum, al igual que 

Joseph et al. (2008), en F. solani, pero cuando las concentraciones fueron superiores a 

50,000 ppm, mientras que Geraldo et al. (2010), observaron valores de 35% de inhibición 

del crecimiento micelial en F. oxysporum y F. subglutinans, en tratamientos con 10,000 ppm 

de extracto de Neem.  
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El extracto de Larrea tridentata 95% por su parte, de modo similar a lo ocurrido en A. 

fumigatus, inhibió el crecimiento de F. verticillioides, solo en la concentración de 10,000 

ppm, llegando hasta un porcentaje de 39% de crecimiento micelial (Cuadro 11).  

 

Cuadro 11. Porcentaje de crecimiento micelial relativo al testigo absoluto de F. 

verticillioides con diferentes concentraciones de inhibidores a los 6 días después de la 

inoculación. Texcoco, 2015.  

Tratamientos 

(ppm) 

Ác. ascórbico 1% + 

Ác. cítrico 0.25% + 

Ác. láctico 0.25% 

Tukey1 

5% 

Azadiractina 

85% 

Tukey1 

5% 

Extracto de 

L. tridentata 

95%  Tukey15% 

10000   120 AB 39 A 

1000 0 A  139   B 174          D 

100 80   B 195      C 113      C 

10 118    CD 237         D 77   B 

1 138      D 219      CD 93    BC 

0 100  BC 100 A  100      C 

Media 87  178  111  

FC 82.15**  58.36**  70.74**  

CV (%) 19.03  12.38  15.13  
** Significativo a p<=0.01. 1Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) 

 

Mayores efectos inhibitorios pudieron conseguirse con los extractos de Larrea tridentata 

95%, en las especies de Aspergillus y Fusarium evaluados, sin embargo, se requiere una 

mayor concentración del extracto (Tequida-Meneses et al., 2002; Suárez-Jiménez et al., 

2007; Moreno-Limón et al., 2011), el uso de sus constituyentes antifúngicos (methyl-

NDGA) en forma pura, (Vargas-Arispuroa et al., 2005), o mezclas con otros inhibidores 

(Reyes Mungía, 2014).  

 

En estos casos, cuando el objetivo es el desarrollo del producto para aplicación en materias 

primas para productos alimenticios, las concentraciones más elevadas o las mezclas de las 

mismas deben ser realizadas sin que comprometan la inocuidad (Stanley et al. 2007) del 

grano.  
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6.3. Evaluación de inhibidores aplicados en grano con diferentes niveles de 

humedad 

 

6.3.1. Incidencia de hongos en cámara húmeda 

 

Las incidencias de los hongos en los granos en cámara húmeda arrojó como resultado la 

interacción entre los tres factores evaluados (inhibidores, hongos y humedad en los granos), 

por lo cual se desdobló la interacción en dos interacciones (inhibidores x hongos y humedad 

x hongos), para permitir una mejor interpretación de los resultados (Cuadro 12 y 13).  

 

Cuadro 12. Incidencia de hongos por inhibidor aplicado en granos. Texcoco, 2015. 

Inhibidores Hongos 

Incidencia 

(%) 10 
DDI 

Tukey 
5%1 

Incidencia 

(%) 20 
DDI 

Tukey 
5%1 

Incidencia 

(%) 30 
DDI 

Tukey 
5%1 

Ác. ascórbico 

1%+ Ác. cítrico 
0.25% + Ác. 

láctico 0.25% 

A flavus 5 A 29 A 91 A 

A fumigatus 90        D 95     B 99     C 

F verticillioides 87        D 99     B 100     C 

Azadiractina 

85% 

A flavus 20   B 30 A 97   BC 

A fumigatus 88        D 98     B 98   BC 

F verticillioides 86     C 98     B 99      C 

Extracto de L. 

tridentata 95% 

A flavus 9 A 33 A 94   BC 

A fumigatus 91        D 96     B 99      C 

F verticillioides 89     C 97     B 100      C 

Fosfuro de 

aluminio 

A flavus 8 A 26 A 97 AB 

A fumigatus 89        D 94     B 99      C 

F verticillioides 74        D 99     B 100      C 

Testigo 

A flavus 16 A  21 A 98   BC 

A fumigatus 93         D 98     B 99      C 

Fverticillioides 90        D 99     B 100      C 

Media  62  74  98  

FC Inhibidores  5.30**  0.51ns  3.24*  

FC Hongos  1384.93**  855.19**  23.12**  

FC Inhibidores * hongos 3.86**  1.13ns  6.02**  

CV (%)   14.65   14.37    3.20   

** Significativo a p<=0.01. * Significativo a p<=0.05. ns no significativo p<=0.05.1Letras 

distintas indican diferencias significativas (p<=0.05).  

 

En la interacción de inhibidores por hongos, se puede observar que a los 10 días después de 

la inoculación (DDI), las incidencias más bajas se presentaron en A. fumigatus y F. 
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verticillioides, encontrandose los niveles más bajos con los inhibidores fosfuro de aluminio 

y Azadiractina 85% para A. fumigatus y con fosfuro de aluminio para F. verticillioides. 

 

Es importante recalcar que en todos los casos, los tratamientos inoculados con A. flavus 

presentaron las incidencias más bajas, siendo el mínimo observado de 5% cuando a los 

granos inoculados del hongo fue tratado con Ácido ascórbico 1% + Ácido cítrico 0.25% + 

Ácido láctico 0.25%.  

 

A los 20 DDI ya no se observaron diferencias significativas entre los productos, aún se 

observaron diferencias significativas entre la interacción inhibidores por hongos, pero se 

debió a una mayor influencia del factor hongo. Esto se puede observar claramente con los 

grupos formados en la comparación múltiple de medias, donde en todos los inhibidores A. 

flavus se halla con menor incidencia que los otros hongos, y entre todas las demás 

interacciones no se hallaron diferencias estadísticas significativas. En forma similar a estos 

resultados pudieron ser evidenciados a los 30 DDI, pero con tendencias menos claras, debido 

a que todas las incidencias observadas ya fueron muy cercanas al 100%, además, de que la 

residualidad de estos productos se ve disminuida con el transcurso del tiempo.  

 

Cuadro 13. Incidencia de hongos por humedad de almacenamiento en granos. Texcoco, 

2015. 

Humedad 

(%) Hongos 

Incidencia 

(%) 10 

DDI 

Tukey 

5% 

Incidencia 

(%) 20 

DDI 

Tukey 

5% 

Incidencia 

(%) 30 

DDI 

Tukey 

5% 

12 

 

A. flavus    11 A 37 A 96 A 

A. fumigatus 86     C 95     B 98     B 

F. verticillioides 71   B 96     B 99     B 

15 

 

 

A. flavus    9 A 21 A 96 A 

A. fumigatus 91     CD 98     B 99     B 

F. verticillioides 90     CD 99     B 99     B 

18 

 

 

A. flavus    16 A 26 A 96 A 

A. fumigatus 97       D 97     B 99     B 

F. verticillioides 92    CD 100     B 100     B 

Media  62  74  98  
FC Humedad 1383.93**  1.41ns  0.39ns  

FC hongo 26.77**  855.19**  23.12**  

FC Humedad * hongo 11.67**  5.96**  0.53ns  
** Significativo a p<=0.01. * Significativo a p<=0.05. ns no significativo p<=0.05. 1Letras 

distintas indican diferencias significativas (p<=0.05).  
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Cuando se analizó la interacción entre humedad y hongos inoculados, la tendencia fue 

similar a lo ocurrido con la interacción inhibidores y hongos inoculados. Las diferencias 

estadísticas observadas se debieron principalmente a los hongos inoculados, presentándose 

muy bajas incidencias en A. flavus, mientras que entre A. fumigatus y F. verticillioides no se 

presentaron diferencias significativas.  

 

El promedio de incidencias fue de 62, 74 y 98% para las evaluaciones realizadas a los 10, 

20 y 30 DDI. El alto porcentaje de incidencia desde los primeros 10 DDI se debe a que los 

productos aplicados son inhibidores, que de alguna manera limitan el crecimiento de los 

hongos, sin embargo no eliminan el inóculo, por lo cual al ponerse en cámara húmeda, el 

desarrollo micelial continua y se puede observar rápidamente. Sin embargo, se puede 

observar que hasta los primeros 10 DDI, hubo una mayor influencia del factor inhibidores, 

pero que para las evaluaciones posteriores ya no presentó dicho efecto.  

 

Las diferencias que resultan entre los hongos se deben a que durante todo el experimento A. 

flavus presentó un crecimiento mucho más lento que a A. fumigatus y F. verticillioides, ya 

sea en medio de cultivo o durante su inoculación en granos.  

 

6.3.2. Incidencia en granos almacenados  

 

En los granos almacenados no se observaron crecimientos de hongos ni se observó 

crecimiento micelial a los 30 y 60 DDI, sin embargo en la evaluación realizada a los 90 días, 

se observaron crecimientos miceliales y esporulación en todos los tratamientos aplicados. 

Resultados similares fueron observados por Moreno-Martínez et al. (2000), con A. flavus 

hasta los 30 días despues de la evaluación, tiempo que duró su experimento, con contenidos 

de humedad en los granos de entre 16-22%. 

 

Se observaron resultados con diferencias significativas en cada uno de los factores, en la 

interacción de los tres factores (inhibidores, humedad y hongos), y entre la interacción 

hongos por inhibidores.  

 

Considerando la interacción entre hongos e inhibidores, de modo similar a lo ocurrido en la 

evaluación en cámara húmeda, la mayor influencia se debió a la especie de hongo que se 

inoculó, siendo evidenciado el crecimiento más lento de A. flavus en el sustrato, que en este 
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caso fueron los granos de maíz, y siendo claramente inferior a los demás cuando el inhibidor 

fue fosfuro de aluminio, generando de esta manera la significancia estadística en la 

interacción de estos factores (Cuadro 14). 

 

Los demás inhibidores aplicados no ocasionaron diferencia en el desarrollo de los hongos 

inoculados, inclusive el efecto de los mismos no arrojaron diferencias con el testigo donde 

no se aplicó inhibidor.  

 

Cuadro 14. Incidencia de hongos por humedad de almacenamiento en granos. Texcoco, 

2015. 

Inhibidores 
Hongos  

Incidencia (%) 90 

DDI Tukey 5%1 

Ác. ascórbico 1% + Ác. 

cítrico 0.25% + Ác. láctico 

0.25% 

A flavus 18 AB 

A fumigatus 22 AB 

F verticillioides 31    B 

Azadiractina 85% 

A flavus 25 AB 

A fumigatus 29    B 

F verticillioides 34    B 

Extracto de L. tridentata 

95% 

A flavus 18 AB 

A fumigatus 20 AB 

F verticillioides 22 AB 

Fosfuro de aluminio 

A flavus 10           A 

A fumigatus 29   B 

F verticillioides 30   B 

Testigo 

A flavus 21 AB 

A fumigatus 23 AB 

F verticillioides 25 AB 

Media  24  
FC inhibidores  3.00*  

FC Hongos  8.31**  
FC inhibidores * hongos  2.38*  

CV (%)    34.60   

** Significativo a p<=0.01. * Significativo a p<=0.05. 1Letras distintas indican diferencias 

significativas (p<=0.05).  

 

Entre los hongos inoculados, la menor incidencia se observó en A. flavus, seguido de A. 

fumigatus y F. verticillioides, puesto que estas dos últimas presentaron promedios sin 

diferencias estadísticas significativas (Cuadro 15). Aunque A. flavus presenta un crecimiento 

más lento, este hongo se puede desarrollar a partir de 13% de humedad, al igual que otras 

especies de Aspergillus, sin embargo el mayor crecimiento se desarrolla a 18% de humedad 

(Mureithi, 2010), mientras que las especies de Fusarium requieren humedades más elevadas, 

según Birzele y Prange (2003), ya que su desarrollo en humedad de 15%, depende del tiempo 
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de almacenamiento, pero se desarrolla rápidamente a partir de 18% de contenido de 

humedad.  

 

Cuadro 15. Incidencia de hongos en granos almacenados de maíz a los 90 DDI. Texcoco, 

2015.  

Hongos Incidencia (%) 90 DDI Tukey 5%1 

A flavus 19 A 

A fumigatus 24      B 

F verticillioides 27       B 

Media 24  

FC Producto 8.31**  
** Significativo a p<=0.01. 1Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) 

 

Entre los diferentes % de humedad de granos en almacenamiento, las diferencias estadísticas 

fueron altamente significativas, correspondiendo la menor incidencia a la humedad de 12%, 

seguido de 15% y la incidencia más alta se encontró con la humedad de 18% (Cuadro 16), 

comprobando que la humedad de almacenamiento está dentro de los factores más 

importantes para el desarrollo de hongos en el almacenamiento (Milani, 2013; Suleiman, 

2013). 

 

Cuadro 16. Incidencia promedio de hongos (A. flavus, A. fumigatus y F. verticillioides) en 

granos almacenados de maíz con distintas humedad. Texcoco, 2015.  

Humedad (%) 

Incidencia (%) 90 

DDI Tukey 5%1 

12 13 A  

15 22       B 

18 37           C 

Media 24  
FC Humedad  63.09**   

** Significativo a p<=0.01. 1Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) 

 

Como lo observado en la interacción de inhibidores y hongos, las diferencias del efecto de 

los inhibidores no presenta una tendencia clara, siendo influenciada más fuertemente por 

otros factores, como ser el hongo (genero) en cuestión, la humedad de almacenamiento o el 

tiempo de almacenamiento, considerando que a partir de los 20 DDI, en las evaluaciones 

realizadas en cámara húmeda, los inhibidores ya presentaron un comportamiento inestable.  
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Para la completa inhibición de los hongos de granos almacenados, varios autores han 

comprobado que el ácido acético puede ser efectivo, sin embargo la concentración del mism 

debe estar por encima de las 8,000 ppm, y tratando a la semilla por un tiempo prolongado 

(Abd-Alla, 2005; Morsy et al., 1999; Sholberg et al., 1996). 

 

Cuadro 17. Incidencia promedio de hongos (A. flavus, A. fumigatus y F. verticillioides) en 

granos almacenados de maíz con distintos inhibidores aplicados en los granos. Texcoco, 

2015.  

Inhibidores 

Incidencia (%) 90 

DDI Tukey 5%1 

Fosfuro de aluminio 20 A  

Extracto de L. tridentata 95% 23    AB 

testigo      23    AB 
Ác. ascórbico 1% + Ác. cítrico 

0.25% + Ác. láctico 0.25% 24    AB 

Azadirectina 85 % 29       B 

Media 24  
FC Producto 3.00*    

** Significativo a p<=0.01. 1Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) 

 

Para el caso de fosfuro de aluminio, éste puede ser solubilizado por algunas especies de 

hongos, principalmente del género Aspergillus, Penicillium y otros hongos productores de 

mycorrhizas (Rinu et al., 2013; Seshadri et al., 2010; Souchie et al., 2006; Mendes et al., 

2013), por lo cual su uso en almacenamiento de granos se limita al control de insectos.  

 

6.3.3. Niveles de aflatoxinas 

 

En el cuadro 18 se presentan los resultados correspondientes a la acumulación de aflatoxinas 

en los granos, inoculados con 3 especies de hongos, 3 humedades relativas de los granos, y 

la aplicación de inhibidores fúngicos sobre los granos.  

 

En la evaluación realizada a los 90 DDI, no hubo diferencias significativas entre los hongos, 

los inhibidores aplicados y las interacciones entre inhibidores por hongo y humedad por 

hongos, únicamente se observó diferencias significativas entre los porcentajes de humedad 

relativas de los granos durante el almacenamiento (Cuadro 18). Sin embargo, Ghorbanian et 

al. (2008) y Bhatnagar y McCormick (1988) pudieron observar que aunque la reducción de 
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crecimiento micelial del tratamiento con Azadiractina 85% es escasa, sí reduce la producción 

de Aflatoxinas en Aspergillus parasiticus.  

 

Cuadro 18. Niveles de aflatoxinas a los 90 días en granos de maíz inoculados con A. flavus 

y A. fumigatus bajo distintas humedades relativas de almacenamiento. Texcoco, 2015.  

Humedad (%) Aflatoxinas (ppm) Tukey 5%1 

12 0.0 A  

15 0.8 A  

18 6.7        B 

Media 3  
FC Humedad 9.50**  

FC Hongo 0.95ns  

FC Inhibidores 1.33ns  

FC Inhibidores x hongos 1.87ns  

FC Humedad x hongos 2.53ns  

CV (%) 212.41   

** Significativo a p<=0.01. 1Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05) 

 

Se puede observar que después de los 90 DDI, la producción de aflatoxinas se produjo 

únicamente en los granos con humedades relativas de 18%, siendo solamente trazas las 

acumuladas en 15% de humedad, y no se encontraron micotoxinas cuando las humedades 

relativas de almacenamiento fueron fue del 12%. 

 

Aquí se puede mencionar, que el crecimiento micelial también apenas se detectó a los 90 

DDI, evidenciando que hasta los 60 DDI, el desarrollo de hongo fue escaso, y por lo tanto 

también la producción de micotoxinas.  

 

El tiempo de almacenamiento es uno de los factores que también influyen fuertemente en la 

interacción con los otros factores, como son la humedad y la temperatura según lo informado 

por (Milani, 2013; Suleiman 2013; Binder, 2007; Moreno Martínez y Benavides Ocampo, 

1988; Christensen y Kaufmann, 1969), lo cual se puede reflejar en estos resultados obtenidos 

de manera afianzánda o confiable.  

 

Por otra parte Moreno-Martínez et al. (2000), pudieron observar que con un contenido de 

humedad de entre 16-22% en los granos almacenados se puede detectar la producción de 

aflatoxinas a partir de los 30 días despues de inoculando A. flavus.  
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7. CONCLUSIONES 

 

 Los hongos con mayor incidencia en las muestras de granos de maíz procedentes de 

varios estados de México fueron F. verticillioides, F. oxysporum, F. proliferatum, F. 

graminearum, A. flavus y A. fumigatus.  

 Los factores con mayor influencia sobre la incidencia de Aspergillus en las muestras 

estudiadas, fueron el contenido de humedad en los granos y el peso volumétrico. 

 El 93% evidenciaron concentraciones menores a 20 ppm (nivel permitido por la 

norma oficial mexicana (NOM-188-SSA1-2002) y solo el 7% supero el valor 

permitido.  

 Los factores que más influyeron en los niveles de aflatoxinas en los granos 

almacenados fueron el tiempo de almacenamiento y la incidencia de Aspergillus.  

 En la evaluación In Vitro, la concentración de 1000 ppm de Ácido ascórbico 1% + 

Ácido cítrico 0.25% + Ácido láctico 0.25%, no permitió el crecimiento de F. 

verticillioides, A. flavus y A. fumigatus.  

 La mayor inhibición del extracto de Larrea tridentata 95% y Azadiractina 85% fue 

en A. fumigatus con 74% y 54% respectivamente a una concentración de 10,000 ppm.  

 En las condiciones que se realizó el estudio, los inhibidores; Ácido ascórbico 1% + 

Ácido cítrico 0.25% + Ácido láctico 0.25%, extracto de Larrea tridentata 95% y 

Azadiractina 85% perdieron su residualidad a los 10 días después su aplicación.  

 Se observó el crecimiento micelial de F. verticillioides, A. flavus y A. fumigatus a 

partir de los 90 días después de la inoculación, con una mayor incidencia de A. flavus 

en las humedades de almacenamiento de los granos de 15 y 18%.  

 A los 90 días después de la inoculación, la producción de aflatoxinas se detectó solo 

en los granos almacenados con humedades de 18%. 
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