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RESUMEN

La cebada maltera (Hordeum vulgare L.) representa el ingreso econémico de mas de
25 mil familias de productores de pequefia y mediana escala, que trabajan en una
superficie de alrededor de 235 mil hectareas en zonas de temporal del Altiplano
(Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y Estado de México). Durante el almacenamiento, el grano
de cebada esta expuesto a la incidencia hongos fitopatégenos que pueden producir
micotoxinas que afectan el proceso de malteo, por lo tanto, el objetivo de esta
investigacion fue explorar el potencial micotoxigénico de hongos fitopatégenos que
inciden en el grano de cebada maltera de variedades comerciales almacenadas en el
estado de Hidalgo. El trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Ensayos
de Semillas en el area de Sanidad del Centro de Capacitaciéon y Desarrollo en
Tecnologia de Semillas (CCDTS), perteneciente al Departamento de
Fitomejoramiento en la Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN),
ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. El grano de cebada de las
variedades Esmeralda y Dofia Josefa que se utilizé en este experimento procede de
seis almacenes de é&reas agricolas del estado de Hidalgo. Para determinar la
micobiota que se presento en los granos de cebada se utilizé la metodologia de papel
secante y congelacion. Los niveles de la micotoxina Deoxinivalenol se obtuvieron
haciendo uso de los reactivos inmunolégicos AgraQuant 0.25/5.0 ppm (Romer &
Labs®). Se evaluaron las variables: porcentaje de humedad (%H), nimero de géneros
fitopatogenos (NHF), especies de Fusarium (NSPFUS), incidencia de Fusarium
graminearum (IFGRAM) y niveles de Deoxinivalenol (NDON). Con la informacion
obtenida de las pruebas de fitosanidad y la deteccion de niveles de la micotoxina, se
realizd un analisis univariado Completamente al Azar y la prueba de medias (Tukey
0.05), y el analisis multivariado de Componentes Principales. De los resultados
obtenidos en la variedad Esmeralda se identificaron un total de 14 géneros de hongos,

donde los hongos mas sobresalientes muestran una incidencia promedio de los seis
vii



almacenes para: Alternaria spp (57.08 %), Epicoccum spp (23.75 %), Fusarium spp
(23.63 %), Bipolaris spp (6.96 %) y Penicillium spp (5.42 %); en la variedad Dofia
Josefa se identificaron 15 géneros con una incidencia promedio de: Alternaria spp
(65.17 %), Epicoccum spp (21.46 %), Fusarium spp (17.25 %), Penicillium spp (5.88
%), Bipolaris spp (3.5 %) y Gonatobotrys spp (1.29 %).Se registraron seis especies de
Fusarium spp en las dos variedades de cebada las cuales fueron Fusarium
graminearum, Fusarium sambucinum, Fusarium avenaceum, Fusarium verticillioides,
Fusarium crookwellense y Fusarium poae, en la variedad Esmeralda Fusarium
graminearum tuvo una incidencia del 10.62 % en promedio de los seis almacenes y
en la variedad Dofa Josefa dicha especie mostré una incidencia promedio de 8.54%.
Los niveles de la micotoxina Deoxinivalenol para la variedad Esmeralda registro los
valores mas altos en el almacén A4 (0.390 ppm) y en la variedad Dofia Josefa reporto
el nivel mas alto en el almacén A3 (0.470 ppm). Ambos niveles de contaminacion
estuvieron por debajo del nivel requerido para procesar malta que es de 0.5 ppm.

Palabras clave: Cebada, hongos-fitopatégenos, Fusarium spp, Deoxinivalenol, ELISA
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1 INTRODUCCION

La cebada (Hordeum vulgare L.) es la materia prima para la industria maltera, forrajera
y en menor proporcién como alimento humano. La cebada es el cuarto cereal después
del trigo, arroz y maiz, el cual representa una gran importancia econémica y social en
la zona de los Valles Altos de México (Estado de México, Puebla, Tlaxcala e Hidalgo)
ya que los agricultores lo prefieren a otros granos debido a que su ciclo es corto, es
resistente a la sequia, a bajas temperaturas y a la salinidad de suelos. Los estados de
Hidalgo y Tlaxcala son los dos principales productores de cebada en grano de

temporal.

En México la cebada maltera se cultiva en una superficie de 334,270 hectéareas
sembradas en el 2016, de las cuales el 25% se destina a la siembra en la modalidad

de riego, y el 75% es de temporal.

La cebada con fines de malteo o como suplemento forrajero es sujeta a la incidencia
de plagas y enfermedades en los campos de produccion. La incidencia de
fitopatdogenos especificamente hongos pueden alterar las caracteristicas fisicas y de
inocuidad alimentaria debido a las micotoxinas que algunas especies generan. Los
cambios que generan estos hongos pueden alterar las caracteristicas organolépticas

de la cerveza.

En el cultivo de la cebada se han reportado mas de 180 especies de hongos
filamentosos y alrededor de 20 especies de levaduras; dentro de los hongos que
atacan al grano de cebada destacan los géneros como Fusarium spp, Aspergillus spp
y Penicillium spp, estos causan dafio al grano de cebada desde que se encuentran en
campo; durante el tiempo de almacenamiento ocasionanperdidas que van de un 20 a

un 30%, por otra parte la FAO reporta que estos porcentajes oscilan entre 10 a 25%,
1



estas oscilaciones en los porcentajes varian de region a region y entre ciclos agricolas,
y la disminucion de la calidad del grano (pérdida de peso, mal olor, ennegrecimiento
de embrion y endospermo), afectando potencialmente la salud humana y de los
animales pecuarios que lo consumen. Estas especies ademéas de causar dafios al
grano de cebada, producen micotoxinas (Fumonisinas, Zearalenonas, Aflatoxinas,
Tricotecenos), las cuales al ser ingeridas en cantidades elevadas son potencialmente
mutagénicas, carcinogénicos, teratdgenos e inmunosupresores. Considerando dichos
aspectos la presente investigacion se enfocé a la exploracion y deteccion de hongos
fitopatdgenos potencialmente toxigenicos presentes en el grano almacenado de
cebada maltera, asi, como a la cuantificacion los niveles de contaminacion de

micotoxinas en particular el Deoxinivalenol.

Los objetivos y la hipétesis que se plantearon en este proyecto de investigacion son

los siguientes:

1.1 Objetivo general

Explorar el potencial micotoxigenico de hongos fitopatégenos que inciden en el grano
de cebada maltera de variedades comerciales almacenadas en el Estado de Hidalgo

del Altiplano Central de México.

1.2 Objetivos especificos

1. Detectar hongos fitopatégenos potencialmente toxigenicos en el grano de cebada
maltera almacenada de dos variedades comerciales cultivadas en diversas areas

agricolas del Estado de Hidalgo, México.

2. ldentificar y cuantificar especies del género Fusarium, presentes en el grano de
cebada maltera almacenada de dos variedades comerciales cultivadas en diversas

areas agricolas del Estado de Hidalgo, México.



3. Cuantificar micotoxinas de Fusarium spp de mayor incidencia de infeccion en
grano de dos variedades comerciales de cebada maltera cultivadas y almacenadas

en diversas &reas agricolas del Estado de Hidalgo, México.

Hipotesis

Hipotesis alternativa: Los hongos fitopatdgenos que infectan el grano de cebada

maltera almacenada en el Estado de Hidalgo México tienen potencial micotoxigenico.

Hipotesis nula: Los hongos fitopatégenos que infectan el grano de cebada maltera

almacenada en el Estado de Hidalgo México no tienen potencial micotoxigenico.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia socioecon6mica de la cebada maltera

El departamento de agricultura de Estaos Unidos (USDA) proyecta que la Produccion
Mundial de Cebada 2022/2023 alcanzaria los 147.72 millones de toneladas. La
produccion de cebada en el afio 2021 fue de 145.40 millones de toneladas. Los 147.72
millones de toneladas estimados para el afio 2022/2023 representa un incremento de
2.32 millones de toneladas; en la Figura 1 se muestran los principales paises
productores de cebaba (USDA, 2022).
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Figura 1. Principales paises productores de cebada.
Fuente: Elaboracion propia con datos obtenidos del Departamento de Agricultura
de Estados Unidos (USDA, 2022)

En México la cebada es un cultivo de gran importancia econdémica y social en la zona
de los Valles Altos del pais (Estado de México, Puebla, Tlaxcala e Hidalgo), los
agricultores lo prefieren a otros granos debido a que su ciclo vegetativo es corto, asi
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COmo por su resistencia a la sequia, a bajas temperaturas y a la salinidad de suelos.
El Estado de Hidalgo y Tlaxcala son los dos principales productores de cebada en

grano de temporal en México (Lopez et al., 2005).

En México, 67% de la produccién total de cebada corresponde a siembras de temporal
en el ciclo primavera- verano y 33% restante corresponde a la modalidad de riego en
otofio- invierno. Las principales zonas donde se cultiva la cebada maltera de temporal
son los Valles Altos del estado de Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y Estado de México.
Ademas, se siembra en otras regiones como son: norte de Guanajuato, sur de San
Luis Potosi, noreste de Jalisco, Durango y norte de Zacatecas. La regiéon donde se
cultiva bajo condiciones de riego es en El Bajio, que corresponde a los estados de
Querétaro, Guanajuato, Michoacan y Jalisco; en el periodo comprendido de 2003 a

2006, la produccion promedio en El Bajio fue de 351 mil toneladas (Islas et al., 2008).

La cebada maltera es la materia prima para la produccion de cerveza. México es el
principal proveedor de cerveza en el mercado internacional, representa el 21.32% del
valor de las exportaciones mundiales; no obstante, la produccién nacional de la
cebada, durante la ultima década se redujo 9.54% en el periodo 2003-2016. En el
contexto productivo, de las 334,270 hectareas sembradas en 2016, el 97.33% de la
superficie se encuentra mecanizada, un 22.50% del total de la superficie cuanta con
tecnologia aplicada a la sanidad vegetal. Por otro lado, el 56.83% de la produccion es
de temporal, el restante de riego (SAGARPA, 2017).

De acuerdo al INIFAP (2017) en el estado de Hidalgo, durante el 2015, se sembraron
101,065 hectareas (ha) de cebada, se cosecharon 92,531 ha y se obtuvo una
produccion de 250,296 toneladas (t), equivalente a un rendimiento promedio de 2,705
kilogramos por hectarea (kg/ha) (SAGARPA, 2017). Mas de esta superficie se produce
en el ciclo primavera-verano, en el estado de Hidalgo. De esta produccion,
aproximadamente el 80% es comercializada en la industria maltera-cervecera y el

restante es para consumo de forraje.



2.2 Clasificacion taxondmica de la cebada.

Segun Ibarguren (2014) y Pérez (2010) citado por Cajamarca y Montenegro (2015) la
cebada pertenece a la familia Poaceae y su clasificacion taxondémica se indica a

continuacion:

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida

Orden Poales

Familia Poaceae

Genero Hordeum
Especie Hordeum vulgare

2.3 Descripcién botanica de la cebada

La cebada tiene un habito de crecimiento anual. La forma de reproduccion es sexual
(2n= 14), porque su multiplicacion se realiza por medio de una semilla, cuyo embrion
se origina por la unién de un gameto masculino y de un gameto femenino; Monoica,
por encontrarse el androceo y gineceo en la misma planta; Hermafrodita, por
encontrase los dos sexos en una misma flor; Perfecta, por encontrarse los dos 6rganos
sexuales en una misma flor. La cebada desarrolla un sistema de raices adventicias
espesas al tiempo de macollar. El tallo es de 60 cm a 1 m de altura. La inflorescencia
es una espiga cilindrica. En cada nudo del raquis nacen tres flores. Las glumas y las
lemas tienen tipicamente arista (cebada barbada) (Robles &Garza, 1976).

2.4 Morfologia de la cebada



La cebada es una planta de hojas estrechas y color verde claro. El tallo es de porte

bajo, las flores tienen tres estambres y un pistilo de dos estigmas. Es una planta

autdégama. El fruto es una cariopside, con las glumillas adheridas, salvo en el caso de

la cebada desnuda (Ponce et al, 2020).

Las caracteristicas morfologicas de la cebada son (Figura 2):

La altura de altura de la planta varia de 60 a 100 cm.

El tallo es recto y cilindrico.

La hoja es lanceolada, con una longitud de 22 a 30 cm y un ancho de 1 a 1.5 cm.
La ligula es de longitud media.

Las auriculas son largas y puntiagudas. Carecen de pelos.

Espigas del tipo de seis carreras. Esta espiga tiene tres espigas fértiles en cada
uno de los nudos del raquis.

La espiga del tipo de dos carreras. Normalmente, solo las espiguillas de la hilera
central producen grano.

El grano. Las variedades de cebada se diferencian por la facilidad con que el grano
se desprende de la cascara en el momento de la trilla.

En estado de plantula, las hojas se despliegan en el sentido de las manecillas del
reloj.

El color de la cebada es de un verde pélido. La diferencia entre la cebaday el trigo,
se puede apreciar mejor en la forma de la auricula, cuando la planta esta en
crecimiento, y en la forma de la espiga, en las plantas maduras (Parsons et al.,
2004).
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Figura 2. Morfologia de la planta de cebada (Hernandez, 2006).

La semilla de cebada es una cariopside (Figura 3), en el cual las paredes del ovario

(pericarpio y la cubierta seminal (testa), estan estrechamente unidas. La cebada posee

una cascara que protege al pericarpio, al endospermo y al germen; la cascara esta

formada por la lema y la palea. Las dos partes esenciales del grano son el embrién y

el endospermo (UNAM, 2013).
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Figura 3. Estructura del grano de cebada (UNAM, 2013).

2.5 Ecologia parael cultivo de la cebada

La cebada es un cultivo de clima templado y crece mejor en los climas frescos y
moderadamente secos. Tolera bien las altas temperaturas en clima seco o la elevada
humedad en clima fresco, pero se adapta mal a los climas hiumedos y célidos, debido
a la incidencia de las enfermedades. La temperatura optima de crecimiento durante el
periodo vegetativo es de 15 °C, y de 17-18 °C en el espigado. La cebada para malta
requiere un crecimiento ininterrumpido para producir un grano rico en almidén y de alto
peso especifico. Un suministro de agua uniforme y abundante insolacién durante el
periodo de maduracién del grano, dan lugar a que el desarrollo de este sea adecuado
para la fabricacion de malta. La cebada crece bien en suelos francos o ligeramente
arcillosos, bien drenados. Un pH del suelo comprendido entre 6 y 8.5 es generalmente,
adecuado para el crecimiento de la planta. La cebada es el cereal de mayor tolerancia
a la salinidad, estimandose que puede soportar niveles de hasta 8 mmhos/cm, en el
extracto de saturacion del suelo, sin que sea afectado el rendimiento. Se puede cultivar
a altitudes de 0 a 4500 m sobre el nivel del mar (Lépez, 1991. & Robles and Garza,
1976).



2.6 Descripcion de la cebada variedad Esmeralda

Esmeralda es la primera variedad de cebada desarrollada para los valles altos
temporaleros de México con tolerancia a roya lineal amarilla (Puccinia striiformis f. spp.
hordei). Supera en rendimiento a los genotipos Centinela 'y Puebla, con o sin presencia
de la roya lineal amarilla. Es de ciclo intermedio, con 49 a 64 dias a la floracion, los
dias a madures fisiologica son de 91 a 120 dias dependiendo de la localidad y del ciclo
de produccion. La planta es de porte medio, con 86 a 105 cm de altura, en condiciones
de buena humedad, suelo profundo y plano, produce 10 tallos por planta. En estas
mismas condiciones presenta 5 hojas por tallo y 6 entrenudos, el ancho de la hoja
bandera es de 1.5 cm, es tolerante al acame. La raiz es fibrosa y se desarrolla entre 0
y 20 cm. La forma del grano varia de ovoide a alargada, de color crema al madurar,
con textura dura y el endospermo de color blanco (INIFAP, 1997).

La variedad Esmeralda se recomienda para la elaboracion de malta para la industria
cervecera por el balance que guardan sus caracteristicas quimicas en grano malteado
(Cuadro 1), como extracto molienda fina, diferencia de extracto molienda fina a
extracto de molienda gruesa, poder diastasico, alfa amilasa, proteina soluble a
proteina total, relacién de proteina soluble a proteina total. La industria maltera ha
evaluado el grano de Esmeralda y lo considera apto para el proceso industrial que lo
convierte en malta (INIFAP, 1997).
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Cuadro 1.Calidad de la malta de la variedad Esmeralda

Parédmetros de calidad 1986 1987 1988
Proteina total (%, BS) 11.1 13.0 12.8
Proteina soluble (%, BS) 4.5 5.4 5.3
Relacién de proteina soluble a total (%) 40.5 41.5 41.4
Extracto molienda fina (%, BS) 77.5 76.0 79.3
Diferencia extracto molienda fina a molienda gruesa (%) 11 25 1.7
Poder diastasico (°L, BS) 125.0 153.0 146.0
Alfa amilasa (U.D., BS) 39.0 65.0 48.0

Fuente: INIFAP, 1997
BS = Base seca °L= grados lintner U.D = unidades de dextrinificacion

2.7 Descripcién de la cebada variedad Dofa Josefa

La variedad de cebada llamada Dofa Josefa rinde una tonelada mas que la variedad
Esmeralda en condiciones de temporal, en condiciones de riego el rendimiento es
similar. Esta variedad se liberd en 2007 y empez6 a comercializar en 2014-2015 (Celis,
2017).

2.7.1Caracteristicas agronémicas de la variedad de cebada dofia Josefa

Carrasquel et al. (2016) reporta que la variedad Dofia Josefa tiene un alto porcentaje
de germinacion (86-92%). La calidad maltera esta dentro de la norma oficial mexicana
(NMX-FF-043-SFCI-2003), con valores mayores a 85% de germinacion. Considerando
este factor, la variedad Dofia Josefa presenta mayor viabilidad para elaborar cerveza
gourmet. La composicidon quimica considerando que el porcentaje de carbohidratos y
de proteinas aceptables por las cerveceras son 85% y 12%, respectivamente. Lopez
et al. (2007) reporta un contenido muy similar de proteina, entre 10% y 12%, de las
variedades de cebada Esmeralda y Dofia Josefa. Tiene una espiga de 6 hileras, dias
a floracion es de los 60 a 70 dias, los dias a madurez fisiol6gica se da a los 105 a 125
dias, dias de cosecha a los 125 a 135 dias. La planta alcanza una altura entre 80 a
100 cm, es susceptible a pulgones pero tiene tolerancia a la escaldadura, cenicilla y
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roya amarilla, y tiene tolerancia media a la roya de la hoja y manchas foliares

(Impulsora Agricola, 2017).

2.8 Normas de calidad requeridas por la industria maltera.

Entre las principales caracteristicas a tener en cuenta en las cebadas malteras
cerveceras figuran: peso, forma y color de grano, finura de tegumentos o glumillas,
germinacion, contenido de proteinas del grano, proteinas solubles, rendimiento en

extracto y actividad enziméatica (Lépez, L., 1991).

2.8.1 Caracteristicas del grano de cebada para el malteo industrial.

e El grano debe de tener un aspecto limpio, libre de otras semillas y malos olores,
solo se admite un 2% de materias extrafas.

e La germinacion requerida es de un 85% como minimo, debido a que es esencial
para la elaboracion de malta.

¢ Lahumedad méxima del grano debe de ser de 13.5% para una mejor conservacion
del mismo.

e Los granos rotos y/o pelones se acepta como maximo un 5 % debido a las pérdidas
que ocasionan, ya que estos como es natural no germinan.

e La pureza varietal es necesaria debido a que cada variedad tiene un diferente
comportamiento industrial.

e El tamafio del grano debe de ser de un calibre superior a 2.2 mm. debido a que el
grano delgado tiene muy bajo rendimiento industrial.

e Los granos flotantes (cuando se mete en agua y no se sumerge) debe de llevar
como maximo el 10% debido a los problemas que ocasionan en las tinas de remojo

durante el proceso de malteo (Lomeli, 1979).
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Soto et al, (2016) reportan porcentaje de germinaciéon en las variedades de cebada
Esmeralda, Dofa Josefa y Pastor Ortiz con un promedio de 85% y 89%, la variedad
Dofa Josefa resulto con el mayor porcentaje de germinacion (89%) con respeto a las
otras variedades. Considerando que el porcentaje de carbohidratos y de proteinas
aceptables por las cerveceras son de 85% y 12%, respectivamente. El contenido de
humedad es uno de los principales criterios para determinar la calidad del grano, ya
gue da una idea acerca del contenido de materia seca y las condiciones en las que se
manipulo el grano (Serna, 2009, citado por Soto et al 2016). El contenido de grasa en
el grano no es un factor que influye en la elaboracion de cerveza; reportan valores muy
bajos de grasa en las variedades de cebada, con un maximo de 1.9%. De acuerdo a
Hough (1990,) citado por Soto et al, (2016) menciona que el contenido lipidico puede
estabilizar o desestabilizar la espuma de la cerveza; el bajo nivel de lipidos en la
cebada puede deberse a condiciones de almacenamiento inadecuado.

2.9 Enfermedades en el grano de cebada

Los granos, durante su formacion en el campo, estdn expuestos a la invasién de
hongos, bacterias, nematodos y virus, los cuales, en algunos casos, constituyen serios
problemas para la produccion agricola. En cebada se han reportado mas de 180
especies de hongos filamentosos y alrededor de 20 especies de levaduras (Moreno,
1982).

Carmona et al. (1992) reporta en su estudio a los hongos Alternaria tenuis, Bipolaris
sorokiniana, Cladosporium spp, Epicoccum spp, Fusarium graminearum, Fusarium
poae, Fusarium spp y Pyrenophora teres. En las variedades Esmeralda y Esperanza.
Ocampo et al., (2004) aislaron 12 géneros flngicos en muestras de cebada las cuales
son: Fusarium spp, Cladosporium spp, Rhizopus spp, Penicillium spp, Alternaria spp,
Aspergillus spp, Ulocladium spp, Epicoccum spp, Trichoderma spp, Curvularia spp,

Aureobasidium spp y Mycelia sterilia. Por otra parte Rodriguez (2014) identifico los
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hongos Aspergillus flavus, A. niger, Fusarium spp, Penicillium spp, Alternaria spp y

Drechslera spp, en germinado hidropénico de cebada (Hordeum vulgare L.).

Las enfermedades en el cultivo de la cebada son uno de los factores mas limitantes
en el logro de rendimiento y calidad del grano. Los principales componentes de este
complejo sanitario son las manchas foliares (mancha en red causada por Drechslera
teres, mancha borrosa causa por Bipolaris sorokiniana y escaldadura causada por
Rynchosporium secalis), la roya de la hoja (causada por Puccinia hordei) y la fusariosis
de la espiga (causada principalmente por Fusarium graminearum y F. poae). En forma
esporadica aparecen otras probleméticas como oidio (causada por Blumeria graminis
f. sp. hordei) y el complejo estrés oxidativo (no necesariamente bidtico)/Ramularia
(Pereyra & Stewar, 2004).Las enfermedades mas comunes que se presentan en el
cultivo de cebada se muestran en el Cuadro 2 de acuerdo a Zillinsky, 1984, Pereyra y
Stewart, 2004, INIFAP, 2017, Couretot et al., 2017

Cuadro 2. Enfermedades mas comunes gue se presentan en el cultivo de cebada

Parte de la planta Enfermedad Agente causal

Foliar Mancha borro_sa Bipolgr_is sorokiniana
Roya de la hoja Puccinia hordei
Roya lineal amarilla Puccinia striiformis
Roya del tallo Puccinia graminis

Tallo Fusariosis Fus_arium graminearum
Carbén volador Ustilago nuda
Carbén cubierto Ustilago hordei
Punta negra Alternaria spp, Bipolaris

sorokiniana, Cladosporium spp,
Fusarium spp, Epicoccum spp
Manchado de grano Alternaria spp,

Grano Ustilago nuda
Bipolaris sorokiniana,
Cladosporium spp, Fusarium
spp, Epicoccum spp

Raiz y corona Podredumbre de raiz y corona Fusarium spp

Fuente: Zillinsky, 1984, Pereyra y Stewart 2004, INIFAP 2017, Couretot et al., 2017.

Las enfermedades que atacan a la cebadase dividen en dos grupos: infecciosas

(bidticas) y no infecciosas (abidticas), las primeras son causadas por microorganismos
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Vivos que obtienen su alimento de la planta y que pueden ser hongos, bacterias o virus,
gue pueden transmitirse a otras plantas sanas. Las no infecciosas son causadas por
una variedad de condiciones desfavorables que no pueden transmitirse de una planta
a otra (ambientales, nutricionales, mecanicas y otras). Las condiciones del ambiente
gue favorecen el desarrollo de una enfermedad causada por microorganismos son: la
temperatura, la humedad, la presencia del microorganismo y plantas susceptibles a
enfermarse (INIFAP, 2017).

2.10 Pérdidas causadas por hongos fitopatégenos en el grano de cebada

Los hongos productores de micotoxinas pueden crecer de forma general en rangos
entre -3y 40°C, a pH entre 2,0-10.0 y por encima de 0,77-0,99 de actividad de agua
(aw). Sin embargo, cada género presenta condiciones particulares (Cuadro 3) (Denli y
Pérez, 2006).

Cuadro 3. Condiciones propicias para la produccién de micotoxinas por diferentes
hongos fitopatégenos de almacén

Temperatura °C pH Actividad agua (aw)
Géneros Rango Max. Toxin Rango Max. Toxin Rango Max. Toxin
Cto. Produccién Cto. Produccion Cto. Produccién
Aspergillus spp 12-40 27-33 2,2-8,0 5-6 0,77-0,88 0,82-0,99
Fusarium spp 0-31 22-28 2,0-6,0 3-4 0,85-0,97 0,85-0,87
Penicillium spp -3-40 15-30 2,1-10,0 5-7  0,80-0,95 0,80-0,86

Fuente: Denli & Pérez, 2006

Las pérdidas se miden cuantitativamente en funcion del rendimiento, peso hectolitrico,
asi como la presencia o ausencia de sustancias toxicas. La forma mas simple de
estimar la perdida es comparando el rendimiento de una planta sana con una planta
enferma, pero si los porcentajes de infeccion son bajos, las variables peso hectolitrico

0 peso de mil granos ofrecen una mejor respuesta (Ireta y Gilchrist, 1994).
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La fusariosis de la espiga es capaz de influenciar cada aspecto de la cadena
agroindustrial del cultivo de cebada, desde el rendimiento en grano hasta la calidad
del producto final. Las mermas en el rendimiento en grano resultan principalmente de
la esterilidad de las espiguillas y/o un menor tamafio del grano. En Uruguay, para las
variedades INIA Ceibo (CLE 202) e INIA Aromo (CLE 203) las pérdidas de rendimiento
en grano para la zafra2002 fueron cuantificadas en 13-14% (De Ackermann et al,
2011).

A nivel internacional, las perdidas poscosecha en granos almacenados promedian el
5%, sin embargo, en los paises subdesarrollados estos porcentajes se incrementan
hasta en un 30%. En México las perdidas van en el orden de 20 a 30%, mientras que
la FAO reporta que estos porcentajes oscilan entre 10 a 25%, estas oscilaciones en
los porcentajes varian de regién a region y entre ciclos agricolas, aunque en los ultimos
afios estos porcentajes tienden a disminuir por contar con infraestructura de
almacenamiento mas tecnificadas. Las pérdidas poscosecha se deben a la presencia
de agentes bi6ticos como son los insectos, hongos, roedores e incluso aves (Vazquez
y Moreno, 2016).

2.11 Fusarium spp hongo fitopatégeno potencialmente toxigenico asociado al

grano de cebada maltera

Este género presenta una gran importancia dentro de la agricultura, por los dafios que
pueden ocasionar en los cultivos, ademas de la dificultad para su control, ocasionando
pérdidas econdmicas serias. Fusarium spp, estad ampliamente distribuido en el suelo y
en substratos organicos, tiene amplia distribucion mundial y aparte de tener su habitat
en el suelo, pues es el mas comun de los Fusarium como saprofito; causa, por lo
general, marchitamiento por invasion de los tejidos vasculares o pudriciones

radiculares conocidas como fusariosis (Arrazola, 1990).
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El género Fusarium es uno de los mas prolificos en la produccion de diversas
micotoxinas, especialmente cuando ataca cereales como el maiz, el trigo, el arroz o
sorgo, las cuales ponen en riesgo la inocuidad agroalimentaria de los productos y
subproductos del grano de cebada, cuando son ingeridos con altos niveles de
contaminacion, generando enfermedades que afectan a la salud humana y/o animal
(Ireta y Gilchrist, 1994).

Las micotoxinas son moléculas relativamente pequefias con una estructura quimica y
una actividad biolégica muy diversa. Aunque suelen ser genotipicamente especificas
para un grupo de especies, el mismo compuesto puede también ser elaborado por
hongos pertenecientes a géneros distintos. La mayoria de las micotoxinas estan
producidas por especies de los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Abarca et
al., 2000).

2.11.1 Caracteristicas morfolégicas del género Fusarium spp

Este género se caracteriza por poseer macroconidias y microconidias como
estructuras de propagacion (Figura 4). Las microconidias pueden producirse tanto en
esporodoquios como en el micelio aéreo. Dependiendo de la especie, las macro y
macroconidias que crecen en el micelio aéreo pueden diferenciarse a partir de células
conidiogenas monofialidicas o polifialidicas, mientras que los macroconidios que
crecen en esporodoquios solo se producen a partir de monofialides. Algunas especies
forman clamidosporas como estructuras de resistencia y de propagacion. Estas
pueden presentarse solitarias, en cadenas, o en grupos y también formarse en los
conidios. De todas las estructuras mencionadas, la morfologia de los conidios es la
principal caracteristica utilizada para la identificacién de especies de Fusarium (Velluti,
2002).
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Figura 4. Estructura morfolégica de Fusarium spp.

Fuente: Barnett and Hunter (1987).

(A) Hifas con conidi6foros simples, (B) Hifas con conidiéforo variable,
(C) Esporodoquios suelto formado por conidiéforos ramificados,
(D)Macroconidios y microconidias.

2.11.2 Especies toxigénicas del género Fusarium spp

Las toxinas mas comunes elaboradas por especies del género Fusarium spp (Cuadro
4) son los tricotecenos, la zearalenona, la moniliformina y las fumonisinas. Estos
metabolitos tienen algunas caracteristicas en comun. Se pueden elaborar durante el
crecimiento de la planta como al principio del almacenamiento. Pueden estar presentes
en granos de cereales asintomaticos y se encuentran en cereales y sus productos.
Una caracteristica importante del género es que una misma micotoxina puede ser
producida por diferentes especies del mismo, y que una misma especie puede producir
diferentes micotoxinas a la vez, por lo que en un mismo sustrato podemos encontrar

mas de un metabolito (Cabaries et al., 2007).
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2.11.2.1 Fusarium graminearum

Fusarium graminearum (Schwae) se caracteriza por presentar macroconidios
distintamente septados, de pared fina, pueden ser rectos o tener forma de hoz (Figura
4). La célula basal presenta forma de pie y la apical forma conica. No tiene
microconidias y las clamidosporas se forman tardiamente tanto en los macroconidios

como en el micelio (Nelson et al., 1993 citado por Velluti, 2002).

2.11.2.2 Ciclo biolégico de Fusarium graminearum

Los residuos del cultivo previo juegan un papel importante en la preservacion de F.
graminearum (Figura 5), pues este sobrevive en forma de micelio o peritecios
inmaduros en las espiguillas infectadas del trigo o restos de mazorcas de maiz, o sobre
el rastro de maiz o del trigo. Las practicas culturales juegan un papel muy importante
en la sobrevivencia de la fuente de inoculo, ya que al enterrar el rastrojo se logra
disminuir la sobrevivencia de los peritecios y, por consiguiente, reducir la fuente de

inoculo primario (Ireta y Gilchrist, 1994).
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Cuadro 4. Principales especies micotoxigenicas del genero Fusarium spp

Especies DON T-2
F. acuminatum
- +
F. anthophilum
F. avenaceum
F. crookwellense
F. culmorum
+ -
F. chlamydosporum
F. dlamini
F. equiseti
g - +
F. graminearum
+ -
F. napiforme
F. nygamai
F. oxysporum
ysp _ (+)
F. poae
- (1)
F. proliferatum
F. sambucinum
- +
F. semitectum
- +
F. sporotrichioides
+ +

F. subglutinans

F. verticillioides

HT-2

+

ZEA

(+)

(+)

(+)

MON

+

(+)

FB

Fuente: (Cabafies et al., 2007).
(+) Bajo porcentaje de cepas productoras

DON: Deoxinivalenol, ZEA: Zearalenona, MON: Moniliformina, FB: Fumonisinas
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Figura 5. Ciclo biologico de Fusarium graminearum.
Fuente: Tomado de Ireta y Gilchrist 1994.
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2.11.2.3 Enfermedades causadas por Fusarium graminearum

El hongo F. graminearum provoca varios tipos de enfermedades en diferentes cultivos
agricolas. Por ejemplo, en trigo (Triticum aestivum L.) y cebada causa la pudricion de

la corona, en maiz (Zea mays L) pudricidon del tallo y de la espiga (Manzo et al., 2007).

La fusariosis de la espiga es una de las enfermedades mas devastadoras en los
cultivos de trigo y cebada. Esta enfermedad es causada por una o mas especies del
género Fusarium (Cuadro 4). La especie mas frecuente en trigo en el pais es Fusarium
graminearum y es capaz de producir toxinas tales como: deoxinivalenol (DON) y
zearalenona (ZEA). En el caso de cebada, si bien se ha encontrado a F. graminearum
como la especie que predomina en el pais, su importancia relativa es menor que en
trigo ya que se ha registrado otras especies como F. poae y F. avenaceum capaces

de producir otras toxinas (Diaz et al., 2007).

2.11.2.4 Clasificacion taxondémica de Fusarium graminearum

De acuerdo a la EPPO (2020), la especie del género Fusarium se ubica dentro de la

siguiente clasificacion taxonémica:

Reino Hongos

Filum Ascomycota

Clase Sordariomycetes
Orden Hipocreales

Familia Nectriaceae

Genero Fusarium

Especie Fusarium graminearum
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2.12 Micotoxinas

El termino micotoxina deriva de las palabras griegas “mykes” (hongos) y “toksicons”
(veneno) (Torres et al., 1995). No obstante, hoy se acepta como la definicion mas
apropiada la dada por Pitt (1996), segun la cual se trata de “metabolitos fungicos cuya
ingestion, inhalacion o absorcion cutanea reduce la actividad, hace enfermar o causa

la muerte de animales (sin excluir las aves) y personas”.

Las micotoxinas son metanolitos secundarios fungicos capaces de desencadenar
diversas alteraciones y cuadros patologicos en el hombre y los animales. EI mismo
compuesto, no obstante, puede ser elaborado por hongos de géneros distintos. La
mayoria de las micotoxinas descritas estan producidas por especies de los géneros
Aspergillus spp, Penicillium spp y Fusarium spp (Abarca, et al., 2000).

Méndez y Moreno (2009), menciona que las micotoxinas suelen encontrarse en una
gran variedad de productos agricolas, y son los contaminantes naturales de los
alimentos mas extendidos a nivel mundial. Son altamente téxicos, producen
mutaciones, producen cancer, malformaciones en los fetos y disminuyen la inmunidad,
debido a su gran variedad de efectos toxicos, y sobre todo a su resistencia al calor, la
presencia de las micotoxinas en los alimentos es considerado de alto riesgo para la

salud humanay de los animales.

Gimeno y Martins (2011), mencionan que los principales factores para el desarrollo de
hongos y produccién de micotoxinas son: humedad, agua disponible, temperatura,
zonas de microflora y la integridad fisica del grano. Por otra parte Pérez (2016),
menciona que los hongos filamentosos que se desarrollan en alimentos, granos y
semillas pueden producir metabolitos secundarios téxicos llamados micotoxinas que

al ser ingeridos por el hombre o animales pueden poner en riesgo su salud.

23



2.12.1 Grupos bioquimicos de micotoxinas asociados al género Fusarium spp

El termino micotoxina se establecid por primera vez en 1960, tras la muerte de mas de
100.000 pavos por el consumo de harina de cacahuate contaminada con Aflatoxinas
(Bennett y Klich, 2003). Se han descrito alrededor de 300 micotoxinas, de las cuales
solo unas pocas reciben una atencion especial por su mayor amenaza para la salud
animal o humana. Las principales micotoxinas son: las Aflatoxinas, Ocratoxinas,

Tricotecenos, Zearalenonas, Fumonisinas y Alcaloides ergoticos (Denliy Pérez, 2006).

En la Edad Media se dieron a conocer los primeros casos de intoxicacion por
micotoxinas, donde los brotes de ergotismo causados por alcaloides ergoticos de
Claviceps purpurea alcanzaron proporciones de epidemia, mutilando y matando a

miles de personas en Europa (Peraica et al., 2000).

2.121.1 Fumonisinas

Las fumonisinas son producidas por cepas toxigénicas de Fusarium verticillioides y
Fusarium proliferatum, durante el cultivo y almacenamiento del grano. Estas
micotoxinas fueron aisladas y descritas por primera vez en Sudafrica en 1988 y de
acuerdo con la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC por sus siglas
en ingles), desde 1993 se encuentran catalogados como posibles carcinbgenos
humanos. Existen 15 tipos de fumonisinas, agrupadas en cuatro categorias; las mas
conocidas son la FB1, FB2 Y FB3, de las cuales la FB1 es la mas toxica y representa
aproximadamente el 70% de las fumonisinas totales; las fumonisinas con mayor
incidencia e importancia toxicologica son la B1 y la B2 (Mallmann et al., 2007). La
mayor produccion de fumonisinas tiene lugar en sustratos con una actividad de agua

superior a 0,91 y a una temperatura comprendida entre 15y 25 °C (Gimeno, 2008).

Sanchis et al. (2000) menciona que hay estudios previos que demuestran que las
fumonisinas contaminan el maiz y sus derivados, como cereales de desayuno,

aperitivos, cervezas y piensos, destinados no solo al consumo animal si no también
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humano. Las fumonisinas més abundantes de incidencia natural son las del grupo B,
derivados de la mayoria de las cepas de Fusarium verticillioides. Las fumonisinas B
contienen un esqueleto lineal de carbones (Figura 6), con un amino en el C-2 y
residuos de &cido tricarboxilico esterificados en C-14 y C-15 (Figura 5), estos
compuestos difieren por la presencia o la ausencia de un grupo hidroxilo en los C-5y
C-10 (De la Torre et al, 2014).

O.__OH
AR
OH R, 0 OH
NH, R, o OH
190
0“ “OH

R1 R2
Fumonisina B1 OH OH
Fumonisina B2 | oW | W
Fumonisina B3 H OH

Figura 6. Estructura quimica de las fumonisinas.
Fuente: De la torre et al, 2014.

2.12.1.2 Zearalenonas

La zearalenona fue aislada por primera vez en 1962 a partir de maiz infectado con
Fusarium, es una micotoxina fitoestrogenico producida por Fusarium graminearum,
Fusarium culmorum, Fusarium cerealis, Fusarium equiseti, Fusarium semitectum y
Fusarium crookwellense. Estos hongos pueden crecer en granos almacenados
durante largo tiempo, principalmente en el maiz y también se ha encontrado en granos
de avena, sorgo, cebada, arroz, soya, frijol y trigo que son susceptibles a la
contaminacioén con zearalenona, en clima templado y calido (Lépez, 2013 y Moreno et
al., 2016).
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La Comision Europea ha establecido los limites maximos de Zearalenona de 100 pg/kg
para cereales no procesados, para maiz no procesado 35 pg/kg, para cereales
destinados al consumo humano 75 pg/kg, para aceite de maiz 400 pg/kg, para pan,
galletas, pasteles y cereales de desayuno 50 pg/kg, para alimentos destinados a base
de cereales para bebes y niflos pequeios 20 ug/kg (Moreno et al., 2016).

2.12.1.3 Tricotecenos

Valle (2010), menciona que los tricotecenos son una clase muy importante de
micotoxinas. Los fungicos conocidos que producen esta micotoxina son: Fusarium,
Trichoderma, Trichothecium, Stachybotrys, Verticimonosporium, Cephalosporium,
Myrothecium, y Cylindrocarpon. Fusarium spp es el mas importante de estos géneros,
porque estan extendidos por todo el mundo y producen las mayores cantidades de
tricotecenos. Algo mas de 150 tricotecenos son conocidos, de los cuales, solo unos
pocos son importantes debido a su presencia en plantas cultivadas para uso
alimenticio de seres humanos y animales. Las micotoxinas mas destacadas son:
deoxinivalenol (DON), también conocida como vomitoxina; nivalenol (NIV);
diacetoxiscirpenol (DAS) y toxina T-2. Frecuentemente, también se encuentran ciertos
derivados de los anteriores como son: 3-acetildeoxinivalenol (3-DON); 15-
acetildeoxinivalenol (15-DON); fusarenona X (FusX); neosolaniol (NEO) y la toxina HT-
2 (HT-2).

2.12.1.3.1 Deoxinivalenol

El DON es relativamente soluble en agua y altamente soluble en solventes polares

acuosos como metanol, acetonitrilo y acetato de etilo. Esta micotoxina es estable a
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121°C, por 15 min a 1 atm (autoclave) moderadamente estable a 180°C., se logra una
completa inactivacion a 370°C por 10 min o a 205°C por 30 min. Se mantiene estable
bajo condiciones medianamente acidas y la inactivacion quimica del DON se logra con

una solucion de hipoclorito de sodio 3-5% (Lori y Rizzo, 2007).

Las micotoxinas que se originan en cereales tales como la cebada u otros granos
destinados al proceso de elaboracion de la cerveza pueden estar contaminadas con
esa micotoxina. Los procesos a los cuales se somete al grano no disminuyen ni
destruye al DON, es asi que existen datos en la bibliografia de la presencia de DON
en cervezas canadienses (5 ng de DON/ml de cerveza), y en las importadas de

Alemania se detectaron valores por encima de 580 ng de DON/mI (Lori y Rizzo, 2007).

La ingesta diaria tolerable de DON fue establecida de 1 pg /kg pc/dia en base a la
pérdida del peso corporal en ratones de laboratorio. Este valor fue confirmado por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria en 2007. Los limites maximos de DON
en alimentos establecidos para la Comision Europea (2006-2007), son de 750 pg/kg
en pasta, 500 pg/kg en pan, masa, reposteria, aperitivos de cereales y cereales de
desayuno, y 200 pg/kg en alimentos a base de cereales y alimentos infantiles para
lactantes y nifios (Rey, 2016). Se ha descrito que el DON puede causar toxicidad
aguda y crénica. En animales, tanto de laboratorio como domésticos, las altas dosis
de DON producen rechazo del alimento, disminucién de peso corporal, alteraciones
inmunoldgicas, vomitos, irritacion dérmica y gastrointestinal; a bajas concentraciones

en la dieta ocasiona anorexia y reduce el crecimiento (Sosa et al., 2017).

El limite maximo establecido para Deoxinivalenol es de 1 ppm para producto terminado
que potencialmente puedan ser consumidos por humanos, en el caso de consumo
pecuario 10 ppm para rumiantes mayores de 4 meses, 5 ppm para grano y
subproductos destinados para cerdos y otros animales (Ordofiez, 2015). McMullen et

al., (1997) menciona que en el medio oeste de los Estados Unidos, los compradores
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de cebada maltera adoptaron un estandar de 0.5 ppm de DON o menos en el grano

comprado.

Por otra parte la Comisién Europea ha establecido los limites maximos del DON de
1.25 ppm para cereales no procesados, 1.75 ppm para trigo duro, avenas no
procesadas y maiz no procesado, 0.75 ppm en cereales para consumo humano y
pastas, 0.5 ppm para pan, pasteles, galletas, cereales para desayuno y 0.2 ppm en

alimentos a base de cereales para bebes y nifios pequefios (Moreno et al., 2016).

La cerveza elaborada con granos altamente infectados con Fusarium pueden
presentar caracteristicas negativas como sabores extrafios e inestabilidad de la
espuma (efecto “gushing”) (Schwartz et al., 1995). Haikara (1980) demostré la
ocurrencia de “gushing” a escala de cerveceria y laboratorio en aquellos casos donde
el 50% de los granos malteados estaban infectados con Fusarium. En Uruguay,
Stewart y Pifieiro (1995) determinaron que la toxina DON se mantenia estable durante
el proceso de malteo recuperando un 79% de la misma en muestras de malta con 1

ppm de DON y un 68% en muestras de malta con 0.5 ppm de DON.

3 MATERIALES Y METODOS

La determinacion del potencial micotoxigenico de la cebada maltera almacenada de

las variedades Esmeralda y Dofia Josefa se realiz6 en dos etapas, la primera etapa
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fue la obtencion de las muestras de seis almacenes de productores cooperantes del
estado de Hidalgo coordinados con el Campo Experimental Hidalgo (Instituto Nacional

de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias) (INIFAP).

La segunda etapa consistié en realizar pruebas de laboratorio, que se llevaron a cabo
en el Laboratorio de Ensayos de Semillas en el area de Sanidad del Centro de
Capacitacion y Desarrollo en Tecnologia de Semillas (CCDTS), perteneciente al
Departamento de Fitomejoramiento en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN), ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.

Materiales biolégicos

Los granos de las dos variedades de cebada maltera que se analizaron corresponden
a seis almacenes ubicados en el estado de Hidalgo, los cuales fueron cosechados en
el ciclo primavera-verano del 2016; el ciclo vegetativo de las variedades de cebada se

menciona en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Ciclo vegetativo de las variedades de cebada maltera

Esmeralda Dofia Josefa
Ciclo vegetativo Intermedio Intermedio
Floracion 49 a 64 dias 60-70 dias
Madurez fisiolégica 91 a 120 dias 105 a 125 dias

Muestreo
Las areas muestreadas en el estado de Hidalgo se eligieron en base a la distribucion

de area de cultivo y la superficie de cebada maltera cultivada (Figura 7), ademas, se

consider6 a los municipios de alto rendimiento.
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El muestreo consisti6 en la obtencidon del grano de cebada maltera de las dos
variedades Esmeralda y Dofia Josefa, procedente de seis almacenes de productores
cooperantes (Cuadro 6), los cuales se eligieron por su area ecologia de influencia en

el agroecosistema de la cebada maltera del estado de Hidalgo, México.

El muestreo se realiz6 en grano almacenado a granel; se obtuvo la muestra con un
calador alveolado de seis puntos distintos en cada almacén y para cada variedad de
cebada maltera, a una profundidad de 1.5 m con lo que se obtuvieron muestras

compuestas de los puntos muestreados.

Las muestras primarias obtenidas en los almacenes fueron homogenizadas en el lugar,
conforme se iban extrayendo se colocaba la muestra en una bolsa de papel
debidamente identificada, mezclando perfectamente para obtener una muestra
compuesta de 2 kg. Una vez en el laboratorio las bolsas de papel con la muestra
compuesta fueron conservadas a una temperatura de refrigeracion de 4°C, hasta su

procesamiento para investigar los objetivos especificos de esta investigacion.
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Figura 7. Areas de muestreo de cebada maltera de los municipios del Estado de Hidalgo.
Fuente: INEGI, 2020.

066= Villa de Tezontepec, 075= Tolcayuca, 082= Zapotlan de Juarez, 008= Apan y

007= Almoloya.

Tlaxcala

Pruebas de laboratorio

Las muestras compuestas del grano de cebada maltera fueron procesadas tres veces
en un homogeneizador divisor tipo Boerner (SeedburoQuality®) para la obtencion de
la muestra de trabajo para realizar las pruebas que se realizaron de acuerdo a los
objetivos de esta investigacion:
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Cuadro 6. Descripcion de las muestras compuestas de grano de cebada maltera
obtenidas en el Estado de Hidalgo, México

Alm Prod Var Almac Loc CG
Esmeralda N:19°53°50,4”
1 Jesus Orozco Dofia Josefa Granel Villa de Tezontepec W:98°49'30,8"
Esmeralda N:19°53°97,6”
2 Urbano Godoy Dofia Josefa Granel Las PintasTolcayucan W:98953'19,5"
Esmeralda N:19°59°41,4”
3 Sixto Pérez Dofia Josefa Granel San Pedro Zapotlan W:98°51°86,6"
Esmeralda N:19°43°05,8”
4 Ubaldo Olvera Dofia Josefa Granel Apan W:98°28'24.6”
Esmeralda N:19°44°49,0
5 Pedro Rodriguez Dofa Josefa Granel El Llano Almoloya W:98°37°49.8"
Esmeralda N:19°39°61,9”
6 Adan Lopez R. Dofia Josefa Granel Alejandro Zaldivar W:98°21°51.5”

Alm= Numero de almacén; Prod= Nombre del productor cooperante; Var= Variedad de cebada maltera; Almac= Condicién de
almacenamiento; Loc= Localidad de muestro; CG= Coordenadas geogréficas

1. Detectar hongos fitopatégenos potencialmente toxigenicos en el grano de
cebada maltera almacenada de dos variedades comerciales cultivadas en

diversas areas agricolas del Estado de Hidalgo, México.

Para determinar la micobiota se realizé el ensayo de la prueba de papel secante y
congelacion (Warham et al, 1999), con algunas modificaciones; dicha técnica consisti
en hacer un tratamiento previo, donde se remojan los granos durante 3 minutos en una
solucion al 10% de hipoclorito de sodio comercial, para desinfestar 400 granos de
cebada maltera, posteriormente se dejaron secaren la camara de flujo laminar.
Después en una caja transparente de plastico, se colocaron asépticamente dos capas
de papel filtro estéril humedecido, en las que se distribuyeron 100 granos de cebada
equidistantemente, se sell6 la caja con una tira de parafilm, y se colocaron las cajas
de plastico a temperatura ambiente de 20 £ 4 °C por 48 horas. Una vez transcurrido el
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tiempo de incubacion se metieron las cajas en el congelador a una temperatura de -
15°C a -20°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de congelacion se colocaron
las cajas en 12 h de luz difusa y 12 de oscuridad a temperatura ambiente 20 + 4 °C
durante un periodo de 11 dias, se realizaron cuatro repeticiones por muestra de
cebada maltera para las dos variedades.

Las colonias de hongos fitopatdbgenos que se desarrollaron en la prueba de papel
secante y congelacion fueron observadas bajo el estéreomicroscopio, en cada grano
de forma individual; tomando muestras de los micelios desarrollados en cada semilla
con cinta adhesiva transparente para realizar preparaciones microscopicas, utilizando

como medio de montaje agua destilada estéril y/o lactofenol claro y azul.

Para la identificacidn de los diferentes géneros de hongos que se desarrollaron en los
granos de cebada, se hizo uso de las claves taxondmicas de identificaciéon de hongos
especializadas (Wharham et al., 1999), con las cuales se determind la variable; nimero
de géneros de hongos fitopatégenos (NHF) presentes en los seis almacenes de las
dos variedades de cebada maltera (Esmeralda y Dofa Josefa).

Los géneros de hongos fitopatdgenos reportados como potencialmente productores
de micotoxinas, fueron identificados y se determiné enfocarse al género Fusarium spp
para identificar y cuantificar especies, dada la importancia socioeconémica de su

incidencia.

2. Identificar y cuantificar las especies del género Fusarium, presentes en el
grano de cebada maltera almacenada de dos variedades comerciales cultivadas
en diversas areas agricolas del Estado de Hidalgo, México.

Para el género Fusarium spp, se usaron las claves taxonomicas especializadas para
la identificacion de las especies (Wharham et al., 1999) en las que se enfatizaron en

sus caracteristicas morfologicas, tales como:
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> Forma de las macroconidias;
> Presencia o ausencia de microconidias;
» Color del micelio;

» Formay modo de la formacion de microconidias.

Considerando el género Fusarium spp, identificado en la prueba papel secante y
congelacion se considerd evaluar la variable numero de especies de Fusarium
(NSPFUS) con apoyo de las claves taxondmicas mencionadas anteriormente. Se
analiz6 cada grano de forma individual de las cuatro repeticiones con 100 granos cada

una.

Dada la importancia de la especie de Fusarium graminearum; se determiné evaluar la
incidencia de Fusarium graminearum (IFGRAM) en las dos variedades de cebada
Esmeralda y Dofa Josefa. El consumo de granos o productos de cebada maltera
contaminados afecta a la salud de las personas y de los animales debido a la
produccién de compuestos toxicos como la micotoxina Deoxinivalenol (DON), del
grupo de los tricotecenos (Bezerra et al., 2014); por lo que se decidio realizar la
deteccién de la micotoxina Deoxinivalenol (DON) entre el grupo de micotoxinas que
potencialmente puede producir esta especie y por la importancia potencial que tiene

en la industria maltera.

3. Cuantificar micotoxinas de Fusarium spp de mayor incidencia de infeccidon en
grano de dos variedades comerciales de cebada maltera cultivadas vy

almacenadas en diversas areas agricolas del Estado de Hidalgo, México.

Considerando la importancia de Fusarium graminearum por su potencial de dafo a la
inocuidad agroalimentaria industrial a la cebada maltera, asi como su incidencia en el
grano de cebada maltera en las regiones templadas del Altiplano Central de México,
donde se ubica el area de estudio, se procedio a aplicar biotécnicas para detectar los

niveles de Deoxinivalenol (DON) en las muestras obtenidas.
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Para determinar el Deoxinivalenol se utilizaron reactivos inmunologicos AgraQuant
0.25/5.0 ppm (Romer&Labs®), que es un enzimoinmuno analisis directamente
competitivo (ELISA) que determina en forma cuantitativa niveles para la presencia de

DON en granos, cereales, nueces, raciones para animales y otras materias primas.

Preparacion y extraccion de la muestra

Para la preparacién primero se pes6 1 kg de la muestra, enseguida se moli6 el grano
de cebada maltera con una licuadora (Oster), se tamizo con una malla # 20 y se coloco
la harina en una bolsa para homogenizarse. De la muestra se dispusieron de 20 grs
gue se mezclaron con 100 ml de agua destilada, enseguida se licué durante 3 minutos,
se dejé descansar y luego se filtr6 el sobrenadante a través de un filtro de papel
Whatman #1. Se colecto el filtrado en un matraz kitazato utilizando extraccion al vacio.
El extracto obtenido se le midi6 el PH, determinando que fue de 6-8. Posteriormente
con una pipeta de 1000 pl, se agrego 950 pl de agua destilada y 50 pl del extracto en
un recipiente de plastico se agito, posteriormente la muestra esta lista para analizarla

sin otra preparacion.

El ensayo se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del proveedor (Romer&Labs 2012).
Se colocaron 17 micropocillos de dilucion en una placa de soporte, correspondiendo
cinco para los patrones estandar (0.0, 0.25, 1.0, 2.5y 5.0 ppm) y 12 pocillos para las
muestras de cebada maltera, y en otra placa de soporte se colocaron el mismo numero

de micropocillos previamente recubiertos de anticuerpos.

Se midié 4 ml de conjugado enzimatico (~240 pl/pocillo o 2 ml/tira) se agregd 200 pl
de conjugado en cada micropocillo de dilucion: posteriormente con una pipeta
monocanal, se agregaron 100 pl del extracto ya diluido de cada muestra y de los
estdndares en cada pocillo que contiene los 200 pl de conjugado previamente
identificado: con una pipeta multicanal de 8 vias se mezclaron perfectamente y

cuidadosamente cada tira de micropocillos hacia arriba y hacia abajo haciendo tres
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repeticiones y se transfirio de inmediato 100 pl de los contenidos de cada dilucion en

los micropocillos con anticuerpo.

Se incubo a temperatura ambiente por 15 minutos, después; se vacio el contenido de
las tiras de pocillos en un contenedor para residuos, se lavé llenando cada pocillo con
la solucion de lavado, y luego se volco el agua de las tiras, este paso se repitid cuatro

veces.

Se extendieron varias capas de toallas de papel sobre una superficie plana y se golpe6
ligeramente la tira de pocillos con el fin de eliminar la mayor cantidad de solucién de
lavado residual tras el ultimo lavado. Se midieron 2 ml de sustrato (~120 ul/pocillo o 1
mil/tira) y se depositd dentro de un contenedor por separado, se pipeteo 100 pl de
sustrato dentro de cada micropocillo de la tira. Las reacciones se percibieron
visualmente, al cambiar de color trasparente del sustrato al azul, donde la intensidad
de color es inversamente proporcional a la concentracion de la micotoxina en las

muestras y los patrones estandar.

Se dej6 incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos, para luego afiadir una
solucion que detenga tales reacciones, depositando en cada pocillo; 2 ml de dicha
solucién (Solucion Stop (~120 pl/pocillo o 1 mi/tira de pocillos); el color cambio de azul
a amarillo. En ese momento las tiras de pocillos fueron leidas con un lector de placas
(Biotek modelo ELx808®) utilizando un filtro de 450 nm. Las lecturas de las densidades
Opticas para cada micropocillo se registraron automaticamente en una hoja de calculo,

convirtiéndolas en partes por millén (ppm) mediante la funcion Logit.
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Porcentaje de humedad

Para determinar el contenido de humedad del grano de cebada maltera se utilizé la
técnica de secado, primero se peso6 un recipiente de aluminio de cinco centimetros de
diametro con tapa, se registré su peso, posteriormente se peso el recipiente con tapa
y la muestra de 5 gramos la cual fue distribuida uniformemente, se registro el peso,
enseguida se coloco el recipiente de aluminio con la muestra en un horno de secado
(Precision®) a una temperatura de 103°C por 17 horas, una vez transcurrido el tiempo
se saco el recipiente de aluminio con la muestra del horno de secado y se colocé en
un desecador para que se enfriara por 30 minutos, una vez seca la muestra se peso

nuevamente y se registro el peso final.

Anélisis estadistico univariado

Las variables determinadas en este estudio fueron; contenido de humedad (%H),

namero de géneros de hongos fitopatégenos (NHF), especies de Fusarium (NSPFUS),

incidencia de Fusarium graminearum (IFGRAM) y niveles de Deoxinivalenol (NDON),

se estudiaron con un disefio experimental completamente al azar y se utilizo para la

comparacion de medias para las variables evaluadas en los seis almacenes para cada

variedad de cebada. El andlisis realizado se aplico6 el siguiente modelo estadistico.
Yij=p + Ti+ Eijj

Donde:

Yij= Observacion del i-ésimo tratamiento en la j-ésima repeticién.
M = Media general del variable.

Ti = = Efecto del i-ésimo tratamiento.

Eij = Efecto del error experimental.

i =1,2,...t(tratamientos).

j =1,2...r(repeticiones).

Conversioén de los datos
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Antes de analizar los datos obtenidos de la prueba de papel secante y congelacion, se
transformaron los datos de la variable incidencia de Fusarium graminearum (IFGRAM)
y numero de especies de Fusarium (NSPFUS) para regular el coeficiente de variacion,

para esto se utilizo la férmula:

Vx+1
Donde
X= datos obtenidos.

1= constante

Prueba de Tukey, se realizé para comparar las medias de los seis almacenes

utilizando la probabilidad de error a=0.05).

DMSH=q (a, T, gl error) Sx

Dénde: q (a, T, gl error)= al valor tabular de Tukey que se encuentra en tablas, con

namero de tratamientos T, los grados de libertad del error y nivel de significancia a.
Sx= error estandar de la media =/CMerror/r

CMerror= cuadro medio del error; r = repeticiones.

El coeficiente de variacion se estimd para cada una de las variables analizadas,
donde se utiliz6 la formula:
vVCMEE

X

C. V. (%)= x 100
Donde:

C.V. = Coeficiente de variacion

CMEE = Cuadrado medio del error experimental

X = Media general de tratamientos

100 = Constante para expresar el C.V. en porcentaje
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Con los valores obtenidos se realiz6 un anélisis ANOVA (P=0.5), comparacion entre
las medias mediante la prueba de Tukey (P-0.05), utilizando el programa estadistico
Minita 16 (2009).

Andlisis de componentes principales

Utiliza una matriz X de orden (n x p), de np observaciones correspondientes a los
valores de p variables de cada una de n unidades de estudio (variedad) y consiste en
transformar un conjunto de variables x1, x2,. . . Xp a un nuevo conjunto de variables
yl, y2,. . . yp. Estas nuevas variables deben tener las siguientes propiedades
(Johnson, 2000):

1. Es una combinacioén lineal de las x’s. Por ejemplo, para el primer componente. Y1=
alix1 +a12x2 +. . . + aipxp = a'1x. Donde x = [x1 x2... xp] es el vector de valores
muéstrales de las variables originales, y aij es el valor del j-ésimo elemento del
vector caracteristico a 1 asociado al valor caracteristico mas grande A1.

2. En forma matricial para todos los componentes, Y = XA, en donde Y es la matriz
de orden n x p de componentes principales; A es una matriz de orden p x p de
vectores caracteristicos y X es la matriz de orden n x p de observaciones.
La suma de cuadrados de los coeficientes aij para cadai (j=1, 2,. . ., p) es la unidad.
De todas las posibles combinaciones, Y1 tiene la maxima varianza: Var (Y1) > Var
(Y2)>...>Var (Yp).

5. Las Y no estan correlacionadas, por lo que los componentes generados no estan

asociados entre si.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

1. Detectar hongos fitopatégenos potencialmente toxigenicos en el grano de
cebada maltera almacenada de dos variedades comerciales cultivadas en

diversas areas agricolas del Estado de Hidalgo, México.
En este estudio se exploré la micobiota existente en las variedades de cebada maltera

Esmeralda y Dofia Josefa donde se identificaron un total de 16 géneros de hongos en

ambas variedades (Figura 8) que potencialmente pudieran producir micotoxinas.

B Esmeralda M Dofia Josefa

S
70.00 s
(o)
[ee]
S
60.00 B
50.00
X
< 40.00
(@]
=
a
n
S 3000 3 Ro
Z o oS,
= N NG
(\! o
20.00 5
o [o0]
10.00 G | S
o ' mm 00 N o0 [} 0 oo ~
«” II 22 38 8 s mn | A3 3B | 2Z | 8 3 —
co o oo oo oo oo oo oo o o
0.00 [ -n L - -
5QQ eQQ QQQ 66QQ C)QQ eQQ QQQ 5QQ QQQ 5QQ 6QQ 5QQ 6QQ fﬂQ QQQ 55QQ
AR\ SO A7 W W R R AR SR\ N
O 2 O N\ \8 \} < & 0 & O \2 R ) Q
X ¢ v o N 0 < A 0 Q‘\ O ) o v \2 4\0
R NG Q \ xS ) N 2 R < A\ 2
< QN 9 Y e Q e 2 MR o¥ N
Yo RV & ¢ ot o B © e

Figura 8. Géneros de hongos fitopatégenos identificados en el grano de dos variedades de
cebada maltera almacenadas en el Estado de Hidalgo, México.
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Figura 9.Fotografias de los géneros de hongos identificados en el grano de cebada maltera
almacenada en las variedades Esmeralda y Dofa Josefa. A= Fusarium spp, B= Alternaria spp,
C= Epicoccum spp, D= Bipolaris spp, E= Penicillium spp, F= Gonatobotrys spp, G= Aspergillus
spp, H= Torula spp, I= Acremonium spp, J= Phoma spp, K= Chaetonium spp, L= Cladosporium
spp, M=Curvularia spp, N= Rhizopus spp, O= Trichocladium spp y P= Thielaviopsis spp.

En los resultados que se obtuvieron en esta investigacion en la variedad de cebada
Esmeralda se identificaron un total de 14 géneros de hongos (Cuadro 17), donde los
promedios de los géneros mas sobresalientes fueron: Alternaria spp (57.08 %),
Epicoccum spp (23.75 %), Fusarium spp (23.63 %), Bipolaris spp (6.96 %) y Penicillium
spp (5.42 %); por otro lado, en la variedad Dofa Josefa se identificaron 15 géneros de
hongos ( Cuadro 18) con una incidencia promedio de: Alternaria spp (65.17 %),
Epicoccum spp (21.46 %), Fusarium spp (17.25 %), Penicillium spp (5.88 %), Bipolaris

spp (3.5 %) y Gonatobotrys spp (1.29 %). De los géneros de hongos identificados en
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las dos variedades de cebada maltera (Figura 9) antes mencionadas; se consideré
como estudio principal al género Fusarium spp, en especifico a Fusarium graminearum
por el potencial toxigenico que tiene para producir la micotoxinas, DON entre otras
(Diaz et al, 2007; Cabairies et al, 2007; Valle, 2010 y Sosa et al, 2017).

Andlisis estadistico para variedad de cebada Esmeralda

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza completamente al azar para la
variedad Esmeralda (Cuadros 19, 20, 21, 22 y 23), los cuales se muestran
sintéticamente en el Cuadro 7, donde se observa que se presentaron diferencias
altamente significativas (p<0.01) entre almacenes para las variables excepto para
NSPFUS vy los coeficientes de variacibn mostraron valores especificos para cada
variable, en los que NSPFUS obtuvo un valor méximo de coeficiente de variacion de
29.674.

Cuadro 7. Cuadrados medios del analisis de varianza y coeficiente de variacion (C.V.)
de las variables evaluadas en la variedad Esmeralda

Cuadrados medios

F.V. G.L. %H NHF NSPFUS IFGRAM? NDON
Almacenes 5 1.515824** 3.742** 1.142 6.059** 0.0240667**
Error 18 0.000122 0.958 0.569 0.343 0.0000222
Total 23
C.V. (%) 0.1035 17.661 29.674 18.422 2.031
e 10.675 5.542 2.542 3.179 0.232

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01; %H= porcentaje de
Fusarium gramineartm: NDON- nveles de Desinvalenl. IFGRAM provienen do datos transformados por et | °
Respecto a la deteccion de DON, en la variable Esmeralda, dicha micotoxina solo fue
detectada en el almacén 4, sin embargo, el resto de los almacenes presentaron
lecturas por debajo del nivel de deteccion especificado para la prueba correspondiente
(<0.200 ppm) (Cuadro 24).
En la comparacion de medias (Cuadro 8) (Tukey 0.05) para los seis almacenes
estudiados se presento un contraste entre el almacén A2 y el A4 que nos indica que al
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incrementarse la incidencia de Fusarium graminearum (20.50 %) se incrementa el nivel
de micotoxina (DON=0.390 a). En el Al reporto los mas altos promedios para las
variables %H y NSPFUS, observandose que se gener6 mayor biodiversidad de
Fusarium spp, cuando la humedad determinada fue de 11.39%, aunque no se
observaron diferencias estadisticas significativas en los 6 almacenes muestreados.
Los hogos requieren para su desarrollo: alimento, agua, temperatura adecuada,
oxigeno y tiempo para desarrollarse; de estos factores el contenido de humedad del
grano es fundamental para el éxito o fracaso del almacenamiento comercial de
semillas y granos, ya que a humedades superiores al 13.5% en cereales y 12 % en

oleaginosas, se iniciara el dafio causado por hongos (Moreno, 1977).

Cuadro 8. Comparacién de medias para las variables evaluadas en los seis almacenes
del Estado de Hidalgo para la variedad Esmeralda

Almacenes %H NHF NSPFUS IFGRAM? NDON
(%0) (ppm)

Al 11.39 a 6.00 ab 3.25a 16.00 ab <0.200 b

A2 9.86 e 5.00 b 3.00 a 0.25d <0.200 b

A3 10.11d 7.25 a 250 a 10.75 bc <0.200 b

A4 10.68 c 450 b 225a 20.50 a 0.390 a

A5 11.29b 5.25 ab 250 a 10.25 bc <0.200 b

A6 10.70 c 5.25 ab 1.75a 6.00 cd <0.200 b

Tukey 0.05 0.025 2.197 1.693 9.337 0.01

Medias con letras iguales en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey 0.05); %H= porcentaje de humedad; NHF=
numero de géneros fitopatégenos; NSPFUS= ndmero de especies de Fusarium; IFGRAM= incidencia de Fusarium graminearum;
NDON= niveles de Deoxinivalenol; 2lFGRAM se muestran datos originales.

Andlisis de componentes principales

En el Cuadro 9 se observa que con los dos primeros componentes principales se
explica el 68.4% de la variacion total de los datos (acumulada). En el primer
componente principal las variables de mayor peso son NDON e IFGRAM, y en el
segundo componente principal las variables %H y NSPFUS son las de mayor peso.

Cuadro 9. Valores y vectores propios del andlisis de componentes principales para las
variables evaluadas en los seis almacenes de la variedad Esmeralda

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
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Valor propio 2.0618 1.3572 0.8009 0.7793 0.0008

Proporcion (%) 41.20 27.10 16.00 15.60 100.00
Acumulada (%) 41.20 68.40 84.40 100.00 100.00
Variable Vectores propios

%H 0.325 0.573* -0.287 0.590* 0.369
NHF -0.395 0.422 0.737* -0.051 0.348
NSPFUS -0.217 0.523* -0.489 -0.662* 0.058
IFGRAM 0.563* 0.412 0.342* -0.165 -0.607*
NDON 0.611* -0.226 0.141 -0.430 0.609*

*Cargas del vector propio con mayor peso; %H= porcentaje de humedad; NHF= nimero de géneros fitopatégenos; NSPFUS=
ndmero de especies de Fusarium; IFGRAM= incidencia de Fusarium graminearum; NDON= niveles de Deoxinivalenol

En la grafica biplot (Figura 10) se observan la correlacion entre las variables
estudiadas, donde los angulos agudos indican correlaciones positivas, angulos
obtusos corresponden a correlaciones negativas y angulos rectos indican que no hay

correlacién entra las variables (Balzarini et al, 2006).

En el A4 se presentaron los niveles mas altos de IFGRAM y NDON, estas variables se
correlacionaron positivamente (Cuadro 10, r=0.677) por lo que grafica se representa
con un angulo menor a 90°, estableciendo que las correlaciones observadas entre
ambas variables resultaron estadisticamente no significativas. Esto posiblemente
significa que las cepas de F. graminearum detectadas pueden ser fitopatogénicas,
dadas las incidencias de infeccién en grano, sin embargo no necesariamente son
productoras de DON a esos niveles de contenido de humedad del grano de cebada
maltera, lo cual tampoco se correlacionaron con los niveles de contaminacién de DON

detectados.
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Figura 10. Grafica biplot que muestra las variables y la distribucion de los seis
almacenes en base a los dos primeros componentes principales.
%H= porcentaje de humedad; NHF= nimero de géneros fitopatégenos; NSPFUS=

namero de especies de Fusarium;

IFGRAM=

incidencia de Fusarium

graminearum; NDON= niveles de Deoxinivalenol; An= Almacenes.

Cuadro 10. Correlaciones Pearson entre las variables evaluadas en la variedad

Esmeralda
Variable %H NHF NSPFUS IFGRAM
NHF -0.130
NSPFUS 0.069 0.214
IFGRAM 0.544 -0.015 -0.008
NDON 0.004 -0.528 -0.267 0.677

%H= porcentaje de humedad; NHF= nimero de géneros fitopatégenos; NSPFUS= nimero de especies de Fusarium; IFGRAM=
incidencia de Fusarium graminearum; NDON= niveles de Deoxinivalenol
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Andlisis estadistico para variedad de cebada Dofa Josefa

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza completamente al azar para la
variedad Dofa Josefa (Cuadros 25, 26, 27, 28 y 29) se presenta sintéticamente en el
Cuadro 11, donde se observan diferencias altamente significativas (p<0.01) entre
almacenes para las variables %H, IFGRAM y NDON, los coeficientes de variacion
mostraron valores de C.V.=0.12 para %H y para IFGRAM un C.V. de 32.742.

Cuadro 11. Cuadrados medios del andlisis de varianza y coeficientes de variacion (C.V.)
de las variables evaluadas en la variedad Dofia Josefa

Cuadrados medios

F.V. G.L. %H NHF NSPFUS? IFGRAM* NDON
Almacenes 5 1.94316** 2.042 0.1617 3.605** 0.03984**
Error 18 0.000167 0.931 0.0852 0.872 0.00231
Total 23
C.V. 0.12 16.195 15.42 32.742 17.165
e 10.824 5.958 1.878 2.852 0.280

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01; %H= porcentaje de
humedad; NHF= nimero de géneros fitopatdgenos; NSPFUS= numero de especies de Fusarium; IFGRAM= incidencia de
Fusarium graminearum; NDON= niveles de Deoxinivalenol; NSPFUS® Y IFGRAM provienen de datos transformados por Vx+1.

La comparacion de medias (Tukey 0.05) para los seis almacenes evaluados se
muestran en el Cuadro 12, en el cual se puede observar que los almacenes Al (0.290
ppm) y el A3 (0.470 ppm) registraron los niveles mas altos niveles de DON de los
cuales el A3 se acerca al limite aceptado para la compra del grano de cebada que
debe ser no mayor a 0.500 ppm para el proceso de malteo. Se presenté una alta
incidencia de Fusarium graminearum en los A5 (19.25 %) y A6 (7.75 %), sin embargo

indicaron niveles bajos de DON (0.200 ppm).
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Cuadro 12. Comparacion de medias para las variables evaluadas en seis almacenes del
Estado de Hidalgo para la variedad Dofia Josefa

Almacenes %H NHF NSPFUS® IFGRAMS NDON
Al 11.35a 6.25a 2.00a 11.50ab 0.29b
A2 10.41d 5.25a 2.00a 1.75b 0.26b
A3 11.22b 5.50a 2.75a 6.00ab 0.47a
A4 11.22b 6.75a 3.75a 5.00b 0.26b
A5 11.17c 5.25a 3.25a 19.25a <0.20b
A6 9.58e 6.75a 2.00a 7.75ab <0.20b

Tukey 0.05 0.029 2.17 0.655 13.338 0.107

Medias con letras iguales en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey 0.05); %H= porcentaje de humedad; NHF=
numero de géneros fitopatégenos; NSPFUS= nimero de especies de Fusarium; IFGRAM= incidencia de Fusarium graminearum;
NDON= niveles de Deoxinivalenol; NSPFUS®y SIFGRAM= se muestran datos originales.

Andlisis de componentes principales

En el Cuadro 13 se presentan los cinco componentes principales, de los cuales los
tres primeros componentes reportaron un valor mayor a la unidad los cuales explican
el 86.6% de la variaciéon total de los datos. Con los dos primeros componentes

principales se explica el 65.5 % de la variacion total.

En el primer componente principal las variables de mayor importancia fueron %H y
NSPFUS; en el segundo componente sobresalen las variables IFGRAM y NDON.

En la gréafica biplot se observa que con los dos primeros componentes principales
explican el 65.5% de la variacion total, en esta grafica también se observa la relacion

entre las variables, indicado por los angulos entre los vectores.
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Cuadro 13. Valores y vectores propios del analisis de componentes principales para las
variables evaluadas en los seis almacenes de cebada de la variedad Dofia Josefa

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5

Valor propio 1.8736 1.4013 1.0550 0.4652 0.2050
Proporcién (%) 37.50 28.00 21.10 9.30 4.10
Acumulada (%) 37.50 65.50 86.60 95.90 100.00
Variable Vectores propios

%H 0.673* 0.040 -0.132 0.299 0.663
NHF -0.334 -0.227 -0.747 0.526 -0.033
NSPFUS 0.482* -0.293 -0.511 -0.566 -0.318
IFGRAM 0.310 -0.614* 0.389 0.458 -0.406
NDON 0.328 0.695* -0.108 0.321 -0.452

*Cargas del vector propio con mayor peso; %H= porcentaje de humedad; NHF= nlimero de géneros fitopatdgenos; NSPFUS=
ndmero de especies de Fusarium; IFGRAM= incidencia de Fusarium graminearum; NDON= niveles de Deoxinivalenol.
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Figura 11. Grafica biplot que muestra las variables y la distribucion de los seis
almacenes en base a los dos primeros componentes principales.

%H= porcentaje de humedad; NHF= numero de géneros fitopatégenos; NSPFUS=
namero de especies de Fusarium; IFGRAM= incidencia de Fusarium graminearum;
NDON-= niveles de Deoxinivalenol; An= Almacenes.
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En la Figura 11 se observa la relacion entre los almacenes y las variables donde el
vector, NGHF indica que el almacén A6 presentd el mayor nimero de géneros de
hongos para la variedad Dofia Josefa (Cuadro 12). La variable-vector NDON sefala
que A3 (0.470 ppm) contiene el nivel mas alto de la micotoxina superando los niveles
obtenidos en la variedad Esmeralda. Las variables %H y NSPFUS mostraron una
correlacion positiva (r= 0.540, Cuadro 14), los altos promedios de estas variables se

observan en A4.

Cuadro 14. Correlaciones Pearson entre las variables evaluadas en la variedad Dofia
Josefa

Variable %H NHF NSPFUS IFGRAM
NHF -0.262
NSPFUS 0.540 0.058
IFGRAM 0.310 -0.190 0.228
NDON 0.439 -0.259 0.020 -0.339

%H= porcentaje de humedad; NHF= nimero de géneros fitopatégenos; NSPFUS= nimero de especies de Fusarium; IFGRAM=
incidencia de Fusarium graminearum; NDON= niveles de Deoxinivalenol.

Analisis estadistico de las dos variedades de cebada maltera

En el andlisis de varianza completamente al azar que se utilizd6 para comparar el
comportamiento entre las dos variedades evaluadas previamente por separado, aqui
se presenta dicho andlisis de varianza para las variables evaluadas, en las variedades
de cebada maltera Esmeralda y Dofia Josefa, dichas variedades mostraron diferencias
altamente significativas (p<0.01) (Cuadros 30, 31, 32,33 y 34) para el porcentaje de
humedad (%H) y los niveles de Deoxinivalenol (NDON) se presentan sintéticamente
en el Cuadro 15. Las variables estudiadas registraron valores bajos en los coeficientes
de variacion (C.V.).
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Cuadro 15. Cuadrados medios del andlisis de varianza y coeficientes de variacion (C.V.)
de las variables evaluadas para las variedades de cebada maltera Esmeralda y Dofia
Josefa

Cuadrados medios

F.V. G.L. %H NHF NSPFUS IFGRAM NDON
Variedades 1 0.043616** 0.3458 0.013 8.69 0.0050**
Error 6 0.000029 0.0989 0.108 2.19 0.0003
Total 7
C.V. 0.05 5.46 12.73 15.44 7.01

e 10.75 5.75 2.58 9.58 0.26

**Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01; %H= porcentaje de humedad; NHF= nimero de géneros fitopatégenos;
NSPFUS= nimero de especies de Fusarium; IFGRAM= incidencia de Fusarium graminearum; NDON= niveles de Deoxinivalenol.
La comparacién de medias (Tukey 0.05) para las dos variedades de cebada maltera
se muestran en el Cuadro 16, en el cual se puede observar que las variables %H y
NDON estadisticamente son mayores en la variedad Dofia Josefa en contraste a la
variedad Esmeralda, por otra parte no se registraron diferencias significativas en las
variables NHF, NSPFUS y IFGRAM.

Cuadro 16. Comparacién de medias para las variedades de cebada maltera Esmeralda
y Dofa Josefa

Variedades %H NHF NSPFUS IFGRAM NDON
% % ppm
Esmeralda 10.675b 5.541 a 2541 a 10.625a 0.230 b
Dofa Josefa 10.823 a 5.957 a 2.622 a 8.540 a 0.280a
Tukey 0.009 0.544 0.568 2.560 0.031

Medias con letras iguales en la misma columna son estadisticamente iguales (Tukey 0.05); %H= porcentaje de humedad; NHF=
numero de géneros fitopatégenos; NSPFUS= nimero de especies de Fusarium; IFGRAM= incidencia de Fusarium graminearum;
NDON-= niveles de Deoxinivalenol.

2. ldentificar y cuantificar las especies del género Fusarium presentes en el
grano de cebada maltera almacenada de dos variedades comerciales cultivadas
en diversas areas agricolas del Estado de Hidalgo, México.
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Especies de Fusarium en las variedades de cebada maltera evaluadas

De las especies de Fusarium spp que son potencialmente toxigenicas presentes en la
variedad Esmeralda, Fusarium graminearum se registro en todos los almacenes de los
cuales en el A1y A4 muestran la mas alta incidencia de la especie (Figura 12, Cuadro
35). Otra especie importante que se registro fue Fusarium verticillioides con mayor
incidencia en el A2 (52.75%) por lo que seria importante evaluar los niveles de
micotoxina que produce esta especie que son las fumonisinas. Las demas especies
de Fusarium spp solo se detectaron en determinados almacenes mostrando una baja

incidencia que fluctué entre 0.25% y 3.25%.

Para la identificacién de las especies de Fusarium spp, se hizo uso de las claves
rapidas de Wharham et al., 1999 (Cuadro 36), en las cuales se observé el color del

micelio y la forma de las macro y microconidias por cada especie registrada.
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Figura 12. Especies de Fusarium spp detectadas en la variedad
Esmeralda.
En la variedad Dofla Josefa Fusarium graminearum tuvo mayor incidencia en los
almacenes A4 y A5 (Figura 13, Cuadro 37) en el resto de los almacenes registré una

menor incidencia. La especie Fusarium verticillioides reportd una incidencia del
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27.50% en el A2, la cual es menor a la registrada en la variedad Esmeralda en el
mismo almacén. De las restantes especies solo destaca la especie de Fusarium

avenaceum por su incidencia registrada en el almacén A5.
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Fusarium avenaceum —@=— Fusarium verticillioides

Fusarium crookwellense Fusarium poae

Figura 13. Especies de Fusarium spp detectadas en la variedad Dofia
Josefa.

Las especies detectadas (Figura 14) en esta investigacion tienen la capacidad de
producir las siguientes micotoxinas (Cuadro 4.) DONT-2, HT2, ZEA, MON Y FB
(Cabaries et al, 2007); de las especies detectadas se consider6 a Fusarium
graminearum por la incidencia que mostro en las dos variedades de cebada maltera
almacenada para los seis almacenes, y poder determinar los niveles de DON. Sosa et
al, (2017) hace mencién que a altos niveles de la micotoxina produce rechazo del
alimento, disminucion de peso corporal, alteraciones inmunoldgicas, vOmitos,
irritacion. Por otra parte, en la industria maltera Haikara (1980) y Schwart et al, (1995)
reportan que la cerveza elaborada con granos altamente infectados con Fusarium
puede presentar caracteristicas negativas como sabores extrafios e inestabilidad de la

espuma (efecto gushing).
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Figura 14. Fotografias de especies de Fusarium spp detectadas en granos de cebada maltera.
A= Fusarium graminearum, B= Fusarium sambucinum, C= Fusarium avenaceum, D= Fusarium
verticillioides, E= Fusarium crookwellense y F= Fusarium poae.

Desjardi (2006); Bobadilla et al, (2015) y Castafares, E. (2016) reportan la siguientes
especies en sus investigaciones asociadas al género Fusarium, las cuales incluyeron
a especies tales como: F. avenaceum, F. graminearum, Fusarium sambucinum,
Fusarium equiseti, F. crookwellense y Fusarium oxysporum las cuales concuerdan con

las especies identificadas en esta investigacion.

3. Cuantificar micotoxinas de Fusarium spp de mayor incidencia de infeccion
en grano de dos variedades comerciales de cebada maltera cultivadas y
almacenadas en diversas areas agricolas del Estado de Hidalgo, México.

53



En la deteccion de los niveles de la micotoxina Deoxinivalenol se registré en las dos
variedades de cebada maltera en los seis almacenes, donde se observo que cuando
esta presente Fusarium graminearum es muy probable la presencia de la micotoxina,
considerando las condiciones del almacenamiento; las condiciones propicias para que
se presente dicha especie son rangos de temperaturas de 27 a 31°C y una humedad
relativa de 65 a 90 % (Moreno, 1984). La variedad Dofia Josefa mostro los mayores
niveles de DON (0.470 ppm) a comparacion de Esmerada; aun con estos valores, los
niveles de deoxinivalenol estan dentro del estandar que es de 0.5 ppm de DON en la
compra de cebada maltera que establecieron en el medio oeste de los Estados Unidos
(McMullen et al., 1997).

Windels (2000) reporta que en la industria cervecera establecié un limite de 0.5 ppm
para la produccion de malta; el exceso de esta micotoxina en la cerveza puede cambiar
las cualidades organolépticas de esta, asi como afectar su calidad industrial
produciendo efervescencia excesiva al abrir el contenedor de la cerveza (Leonard y
Bushnell, 2005).

La agencia de drogas y alimentacion norteamericana (FDA, por su siglas en inglés)
establece los siguientes limites en granos y subproductos de granos de trigo: 1 ppm
para productos de trigo (harina, salvado, germen) destinados para consumo humano,
5 ppm para productos de grano para alimentos de cerdos, de 1 ppm para granos y
subproductos de grano para la elaboracién de alimentos para ganado bovino y pollos,

y de 30 ppm en granos para destilaria (FDA, 2010).

Porcentaje de humedad

Los resultados obtenidos del porcentaje de humedad (%H) de las muestras de cebada
maltera almacenada para las dos variedades de cebada, indicaron que existe una

diferencia estadistica altamente significativa (P< 0.01) (Cuadro 7 y 11), aun con los
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resultado obtenidos todos los almacenes estudiados en esta investigacion estan por
abajo del porcentaje de humedad recomendado para el almacenamiento de granos
qgue es del 13% (Marques, 1993).

El porcentaje de humedad (%H) del grano de cebada es muy importante para el
almacenamiento y comercializacion, para asi, evitar la proliferacion de plagas
insectiles y hongos de almacén (Moreno, E., 1984). Por otra parte, el porcentaje de
humedad (%H) del grano de cebada es muy importante para mantener en Optimas
condiciones el grano para el malteo, lo cual implica mantener el poder germinativo en
mas de 95% durante mas de un afio en el que se aplicaran medidas para evitar que el
grano almacenado se deteriore, por lo que es indispensable contar con silos que

tengan ventilacion y control de temperatura (Arias, G. 1991).

5 CONCLUSIONES
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Se registraron 13 géneros de hongos que coincidieron en las dos variedades de
cebada maltera; adicionalmente en la variedad Esmeralda se registro al género Torula
spp y en la variedad Doia Josefa Trichocladium spp, Thielaviopsis spp.

Los géneros de hongos con mayor incidencia que se identificaron en las dos
variedades de cebada maltera fueron: Alternaria spp (61.13%), Epicoccum spp
(22.61%), Fusarium spp (20.44%), Penicillium spp (5.65%) y Bipolaris spp (5.23%).

En la variedad de cebada Esmeralda en el almacén 4 se presentaron los mas altos
niveles de incidencia de Fusarium graminearum (20.50%) y niveles de Deoxinivalenol
(0.390 ppm), y el almacén 1 destaca por mostrar el mas alto porcentaje de humedad

(11.39 %) y nimero de especies de Fusarium spp (3.25).

El andlisis de componentes principales en la variedad Esmeralda mostro una
correlacién positiva entre incidencia Fusarium graminearum y niveles de
Deoxinivalenol (r=0.677) y una correlacion negativa entre nimero de géneros y niveles

de Deoxinivalenol (r=-0.528).

En la variedad de cebada Dofia Josefa el almacén 3 indic6 el mayor nivel de la
micotoxina Deoxinivalenol (0.470 ppm). El almacén 5 present6 mayor incidencia de

Fusarium graminearum (19.25 %).

El andlisis de componentes principales en la variedad Dofia Josefa indicé una
correlacion positiva entre las variables porcentaje de humedad y especies de Fusarium
(r= 0.540).

En la comparacion de medias las variedades de cebada Dofia Josefa indico mayor
porcentaje de humedad y niveles de Deoxinivalenol que la variedad Esmeralda. De las

dos variedades de cebada maltera (Esmeralda y Dofia Josefa) ninguna rebaso los
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niveles de contaminacion de la toxina DON para la compra del grano para la industria

maltera.

El contenido de humedad del grano de cebada maltera esta abajo de lo recomendado

para el almacenamiento del grano en general.

En los seis almacenes la presencia de la micotoxina DON estuvo relacionada con la

incidencia de Fusarium graminearum para las dos variedades de cebada maltera.
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7 ANEXOS

Cuadro 17. Géneros de hongos identificados en la variedad de cebada maltera
Esmeralday su incidencia por almaceén

Almacén

Géneros de hongos 1 2 3 4 5 6
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Fusarium spp
Alternaria spp
Epicoccum spp

Bipolaris spp
Penicillium spp
Gonatobotrys spp
Aspergillus spp
Turula spp
Acremonium spp
Phoma spp
Chaetonium spp
Cladosporium spp
Curvularia spp
Rhizopus spp

22.00
51.25
41.25

5.50
7.00
0.25
0.25
0.50
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

56.50
60.50
2.75

15.25
1.00
0.00
0.00
0.00
1.25
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

14.50
72.25
20.25

12.75
12.75
1.75
0.00
0.00
1.25
2.00
0.00
0.00
0.00
0.25

23.00
52.50
40.00

5.50
1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

18.00
40.75
22.00

1.50
9.25
0.00
0.00
0.00
0.00
1.00
1.75
0.00
0.00
0.25

8.00
65.25
16.25

1.25
1.50
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.25
0.25
0.00

Cuadro 18. Géneros de hongos identificados en la variedad de cebada maltera Dofia
Josefay su incidencia por almacén

Almacén
Géneros de hongos 1 2 3 4 S 6
Fusarium spp 9.00 35.75 4.00 13.00 31.50 10.25
Alternaria spp 76.75 56.75 83.75 60.00 45.50 68.25
Epicoccum spp 19.50 16.50 19.25 19.00 24.50 30.00
Bipolaris spp 1.25 1.50 4.50 4.25 1.00 8.50
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Penicillium spp 10.75 2.50 1.25 2.00 2.25 16.50

Gonatobotrys spp 0.75 0.00 2.50 0.00 0.00 4.50
Aspergillus spp 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.25
Acremonium spp 0.75 0.00 0.00 0.00 0.25 0.25
Phoma spp 1.50 0.50 0.00 1.00 0.50 0.00
Trichocladium spp 0.25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Thielaviopsis spp 0.00 0.00 0.00 1.00 0.00 0.00
Chaetonium spp 0.00 0.00 0.00 0.25 0.00 0.00
Cladosporium spp 0.00 0.00 0.00 0.00 0.50 0.00
Curvularia spp 0.00 0.00 0.00 0.25 0.00 0.00
Rhizopus spp 0.00 0.00 0.25 0.75 0.00 1.50

Cuadro 19. Analisis de varianza para porcentaje de humedad (%H) para la variedad
Esmeralda

F.V. G.L. SC CM F P
Almacenes 5 7.579120 1.515824 12402.20 0.000**
Error 18 0.002200 0.000122

Total 23 7.581320

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.

Cuadro 20. Analisis de varianza para numero de hongos fitopatégenos (NHF) para la
variedad Esmeralda

F.V. G.L. SC CM F P
Almacenes 5 18.708 3.742 3.90 0.014**
Error 18 17.250 0.958

Total 23 35.958

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.

Cuadro 21. Analisis de varianza para nimero de especies de Fusarium (NSPFUS) para
la variedad Esmeralda

F.V. G.L. SC CM F P
Almacenes 5 5.708 1.142 2.00 0.127
Error 18 10.250 0.569

Total 23 15.958

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.
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Cuadro 22. Analisis de varianza para incidencia de Fusarium graminearum (IFGRAMT)
para la variedad Esmeralda

F.V. G.L. SC Cm? F P
Almacenes 5 30.294 6.059 17.64 0.000**
Error 18 6.181 0.343

Total 23 36.475

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada. CM!= datos
transformados.

Cuadro 23. Andlisis de varianza para niveles de Deoxinivalenol (NDON) para la variedad
Esmeralda

F.V. G.L. SC CM F P
Almacenes 5 0.1203333 0.0240667 1083.00 0.000**
Error 18 0.0004000 0.0000222

Total 23 0.1207333

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.

Cuadro 24. Determinacion de niveles de contaminacion de Deoxinivalenol (ppm) en las
variedades Esmeralda y Dofia Josefa

Almacén Esmeralda Dofa Josefa
nm ppm nm ppm
1 0.665 <0.200 0.614 0.290
2 0.645 <0.200 0.623 0.260
3 0.674 <0.200 0.560 0.470
4 0.584 0.390 0.623 0.260
5 0.646 <0.200 0.648 <0.200
6 0.666 <0.200 0.686 <0.200

nm= lectura de absorbancia en nanémetros ; ppm= lectura de absorbancia transformada en partes por millén.

Cuadro 25. Anexo 1. Andlisis de varianza para porcentaje de humedad (%H) para la
variedad Dofia Josefa

F.V. G.L. SC CM F P
Almacenes 5 9.715800 1.943160 11658.96 0.000**
Error 18 0.003000 0.000167

Total 23 9.718800

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.
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Cuadro 26. Andlisis de varianza para numero de hongos fitopatdgenos (NHF) para la
variedad Dofia Josefa

F.V. G.L. SC CM F P
Almacenes 5 10.208 2.042 2.19 0.100
Error 18 16.750 0.931

Total 23 26.958

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.

Cuadro 27. Analisis de varianza para numero de especies de Fusarium (NSPFUS) para
la variedad Dofia Josefa

F.V. G.L. SC CM?2 F P
Almacenes 5 11.38 0.1617 2.02 0.124
Error 18 20.25 0.0852

Total 23 31.63

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P=diferencia observada. CM? datos
transformados.

Cuadro 28. Analisis de varianza para incidencia de Fusarium graminearum (IFGRAMT)
para la variedad Dofia Josefa

F.V. G.L. SC Ccm?3 F P
Almacenes 5 18.026 3.605 4.13 0.011**
Error 18 15.703 0.872

Total 23 33.729

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada. CM® =
datos transformados.

Cuadro 29. Analisis de varianza para niveles de Deoxinivalenol (NDON) para la variedad
Dofia Josefa

F.V. G.L. SC CM F P
Almacenes 5 0.19920 0.03984 17.24 0.000**
Error 18 0.04160 0.00231

Total 23 0.24080

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.
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Cuadro 30. Andlisis de varianza para el porcentaje de humedad (%H) para las variedades
Esmeralda y Dofia Josefa

F.V. G.L. SC CM F P
Variedades 1 0.0436160 0.0436160 1495.41 0.000**
Error 6 0.0001750 0.0000292

Total 7 0.0437910

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.

Cuadro 31. Analisis de varianza para numero de hongos fitopatégenos (NHF) para las
variedades Esmeralda y Dofia Josefa

F.V. G.L. SC CM F P
Variedades 1 0.3458 0.3458 3.50 0.11
Error 6 0.5936 0.0989

Total 7 0.9395

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.

Cuadro 32. Analisis de varianza para numero de especies de Fusarium (NSPFUS) para
las variedades Esmeralda y Dofia Josefa

F.V. G.L. SC CM F P
Variedades 1 0.013 0.013 0.12 0.740
Error 6 0.108 0.108

Total 7 0.662

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.

Cuadro 33. Andlisis de varianza para incidencia de Fusarium graminearum (IFGRAM)
para las variedades Esmeralda y Dofia Josefa

F.V. G.L. SC CM F P
Variedades 1 8.69 8.69 3.97 0.093
Error 6 13.15 2.19

Total 7 21.84

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.
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Cuadro 34. Analisis de varianza para niveles de Deoxinivalenol (NDON) para las
variedades Esmeralda y Dofia Josefa

F.V. G.L. SC CM F P
Variedades 1 0.005 0.005000 15.00 0.008**
Error 6 0.002 0.000333

Total 7 0.007

*Significativo al nivel de probabilidad del 0.05; **Altamente significativo al nivel de probabilidad de 0.01. F.V.= fuente de variacion,
G.L.= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrados medios, F= f de tablas y P= diferencia observada.

Cuadro 35. Numero de especies de Fusarium spp identificadas en lavariedad Esmeralda

Almacén
Fusarium spp 1 2 3 4 S 6
Fusarium graminearum 16.00 0.25 10.75 20.5 10.25 6.00
Fusarium sambucinum 2.75 1.75 3.25 0.25 0.25 0.25
Fusarium avenaceum 2.25 0.25 0.25 2.00 1.00 0.00
Fusarium verticillioides 0.25 52.75 0.00 0.00 6.25 0.00
Fusarium crookwellense 0.75 1.50 0.00 0.00 0.25 0.00
Fusarium poae 0.00 0.00 0.00 0.25 0.00 1.75

Cuadro 36. Caracteristicas que se tomaron en cuenta para identificar especies de

Fusarium spp

graminearum

Micelio de color rosado a café rojizo.

Especies Micelio Clave rapida
Las macroconidias son ostensiblemente
largas, grandes y con paredes gruesas.
Fusarium Célula basal semejante aun pie bien

desarrolladas y una célula apical curva y

muy puntiaguda. Ausencia de

microconidias.
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Fusarium

sambucinum

El Micelio de color durazno, anaranjado

0 amarillo perduzco claro.

Celula apical en forma de pico de pajaro.

Ausencia de microconidias.

Micelio blanco, muy fino, como telarafia

Macroconias muy largas y muy estrechas,

crookwellense

masas de esporas color anaranjado a

café rojizo.

Fusarium , .
con penachos y un tinte color durazno. | en forma de arco. Ausencia de
avenaceum ) o
microconidias.
Fusarium Micelio color blanco que a menudo se | Abuntes micronidias uniformes en
verticillioides tifle de purpura, cadenas larga. Microconidias unicelulares.
. ) Micelio aereo color blanco y luego café, | Macroconideas con paredes gruesas, la
usarium

célula basal tiene forma notable de pie.

Ausencia de microconidias.

Fusarium poae

Micelio blanco que se vuelve a café

rojizo.

Produccién abundante de micronidios

esfericos u ovalados y unicelulares.

Fuente: Elaboracién propia con datos tomados de Wharham et al., 1999.

Cuadro 37. Nimero de especies de Fusarium spp identificadas en la variedad Dofia

Josefa
Almacén
Fusarium spp 1 2 3 4 S 6
Fusarium graminearum 6.00 5.00 1.75 115 19.25 7.75
Fusarium sambucinum 0.75 2.50 0.00 0.00 1.25 0.00
Fusarium avenaceum 0.25 0.00 0.25 0.50 9.75 0.00
Fusarium verticillioides 1.50 27.50 0.00 0.00 0.00 1.75
Fusarium crookwellense 0.50 0.75 2.00 0.25 1.25 0.75
Fusarium poae 0.00 0.00 0.00 0.75 0.00 0.00
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