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RESUMEN

El maiz (Zea mays) es una de las plantas mas cultivada a nivel mundial, es el
primer cereal en rendimiento de grano por hectarea. Se considera de gran
importancia para los agricultores por su consumo, para alimento de animales y el
comercio. Cada afio la produccién de este cultivo se ve afectado por la presencia
de plagas y enfermedades que afecta el rendimiento y calidad del producto. Los
hongos son los microorganismos que mas enfermedades ocasionan siendo los
géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium los que atacan al maiz tanto en campo
como en almacén, ya que también son productores de micotoxinas y puede tener
serios problemas para los humanos y animales que consuman alimentos

derivados de maices contaminados.

La presente investigacion tuvo como finalidad detectar cepas de diferentes
especies de hongos fitopatégenos y presencia de micotoxinas de 7 materiales de
harina de maiz de la region Poblana. Para la cuantificacion de hongos se
implemento el método de prueba diluciones seriadas utilizando papa dextrosa agar
e incubacion de 8 a 10 dias a 28°C para su propia identificacion. Para la
determinacién de micotoxinas se realizo la prueba ELISA. Los resultados fueron
sometidos a un disefio completamente al azar con arreglo factoriales al 0.05 nivel
de significancia en el sistema (SAS ver. 9.1.3). Para la prueba de micotoxinas los
resultados no presentaron presencia de micotoxinas, las colonias de hongos
oscilaron entre 441 UFC por el total de 10 gramos de muestra de harina de maiz
por cada material y las especies fungicas que se identificaron fueron Fusarium

verticillioides, Penicillium oxalicum, Aspergillus flavus y Aspergillus niger.

Palabras clave: Hongos Fitopatdgenos, harina de maiz, micotoxinas.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays) es la segunda planta mas cultivada de importancia a
nivel mundial, después del trigo, mientras que el arroz ocupa el tercer lugar. Es el
primer cereal en rendimiento de grano por hectarea y el segundo, después del
trigo, en produccion total. El maiz es de gran importancia para los agricultores por

Su consumo, para alimento de animales y el comercio.

Cada afio, la produccién de maiz se ve afectada por la presencia de plagas y
enfermedades que repercuten fuertemente en el rendimiento y calidad del
producto. El volumen de la produccion de este grano en nuestro pais es limitado
debido a factores abidticos como altas y bajas temperaturas, salinidad y
deficiencia de nutrimentos en los suelos. De Ledn, (2008) menciona que este
cultivo es afectado por al menos 23 insectos plagas y 18 enfermedades. Entre las
enfermedades producidas por organismos fitopatdgenos se encuentran bacteria,
nematodos, hongos y virus constituyendo la mayor pérdida en la produccion

agricola (Benitez et al., 2004).

Los hongos son el grupo que mas enfermedades ocasiona, se sabe que
mas de 8,000 especies pueden causar enfermedades en las plantas. Los hongos
gue normalmente atacan el maiz en el campo como en el almacén generalmente
pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium; Estos organismos
son potencialmente productores de micotoxinas que a su vez contaminan a los
alimentos que contengan dichos microrganismos (Hernandez et al., 2007; Montes
et al., 2009).

En forma general, para que los hongos produzcan micotoxinas necesitan
humedad, temperatura y un substrato adecuado. Los hongos se desarrollan en
climas calidos y humedos produciendo sus toxinas cuando las plantas se
encuentran sometidas a estrés, durante su desarrollo en el campo y también
durante etapas posteriores a la cosecha bajo condiciones inadecuadas de

almacenamiento.



Justificacién

El presente trabajo se realizO para detectar presencia de hongos y
micotoxinas en maices que afectan la calidad agroalimentaria de la zona de

estudio.

Objetivo

Detectar cepas de diferentes especies de hongos y sus micotoxinas
provenientes de maices de la region del estado de Puebla.

Hipotesis
Dichos maices de la regién presentaran hongos de especies diferentes y

contaminacion de micotoxinas.



REVISION DE LITERATURA

Origen del Maiz

El maiz es un cereal nativo de América, cuyo centro original de
domesticacion fue Mesoamérica, desde donde se difundi6 hacia todo el
continente. Cazco (2006) menciona que su origen geografico del maiz no se
conoce exactamente, aunque hay evidencias que se sita en México desde los
afios 5000 A.C.

El maiz se origin6 de una forma antigua salvaje del maiz nativo, ahora
extendido en las partes de México y Guatemala. El maiz primitivo y el teosinte se
establecieron entre ellos miles de afios atras antes de que el maiz silvestre
evolucionara para poder ser una planta cultivada, ya que hoy en dia no se ha
encontrado el maiz silvestre o de una forma silvestre por lo que no es de gran

consideracion (Acosta, 2009).

Importancia Econdémica

El maiz es el cultivo mas importante de la agricultura mexicana, no solo por la
relevancia que en materia de alimentacion representa para la poblacion, sino por
sus multiples usos como materia prima en la industria, se ha convertido en uno de
los productos mas sobresaliente en los mercados internacionales. Su relevancia,
trasformacion economica y social supera a la de cualquier otro cultivo (Panorama

Agroalimentario/ Maiz 2016).



Produccién Mundial de Maiz

En el mes de junio del 2017 el Departamento de Agricultura de Estados
Unidos (USDA) estimé que la produccion mundial de maiz 2017/18 seria de
1031.86 millones de toneladas, cerca de 1.8 millones de toneladas menos de lo

estimado del mes pasado.

Cuadro 1.- Paises con mayor produccion en el afio 2016.

PRODUCCION MUNDIAL DE MAIZ 2017/2018
PAIS VALORES EN TONELADAS METRICAS
E.UA 357 267 000
CHINA 215 000 000
BRASIL 95 000 000
UNION EUROPEA 62 000 000
ARGENTINA 40 000 000
UCRANIA 28 500 000
MEXICO 25 000 000
INDIA 25 000 000
RUSIA 16 000 000
CANADA 14 400 000

Mientras que México se ubica en la séptima posicidon del ranking; por debajo
de Brasil y Argentina. Reportando Brasil un incremento del 38.9 % en la cosecha
del maiz. Mientras que Argentina sembré una superficie aproximada de 5,4

millones de hectareas cosechando mas de 41 millones de toneladas.

En el 2016 México import6 alrededor de 13,8 millones de toneladas de maiz
de las cuales 12.7 millones fueron de maiz amarillo; para complementar las 3.5
millones de toneladas que se produjeron en el pais. El cual se utiliza para el
ganado. Las 1.1 millones de toneladas restantes fueron de maiz blanco, que se
usa para el consumo humano; principalmente en la elaboracion de harina para

tortillas.



Produccién Nacional de Maiz

La produccion de este grano basico, se reporta en todas las entidades

federativas del pais, segun el SIAP se report6 para ese afio 2018 un bajén de 108

163 toneladas de produccién obtenida, ya que para el 2017 se obtuvo una

produccion total de 7 866 223 t/ha. A continuacion, en la siguiente tabla se

muestra por estados y la produccion Nacional total de este grano en cosechas de

otofio-invierno de riego mas temporal, asi como la superficie cosechada y su

rendimiento total por hectareas.

Cuadro 2.- Participacion en la produccién de maiz por estado en México en el afio 2018.
Fuente: SIAP 2018.

SUPERFICIE (Ha)

Rendimiento

Rendimiento

ESTADO (Ton) (T/Ha)
Sembrada Cosecha Siniestrada OBTENIDA OBTENIDA

SINALOA 304 304 5002 748 11.661
TAMAULIPAS | 157 556 155 475 2 082 926 737 5.961
SONORA 45 533 45 533 518 703 11.392
VERACRUZ 185 495 185 595 469 430 2.531
CHIAPAS 111 736 111 736 185 962 1.664
OAXACA 69 017 68 914 103 161 616 2.345
GUERRERO 30 475 30 475 116 154 3.811
TABASCO 34783 32570 2212 64 571 1.982
PUEBLA 23 146 23 146 49 736 2.149
HIDALGO 25 100 25 100 40 882 1.629
NAYARIT 5316 5316 36 565 6.879
BAJA CALIF S 3793 3793 34 708 9.150
CAMPECHE 14 735 14 693 42 30 344 2.065
JALISCO 4068 4 068 26 111 6.419
RESTO 33149 32 308 841 93 791 58.864

TOTAL 1772921 | 1167 640 5280 7 758 060 6.644




Pérdidas Causadas por Hongos en el Cultivo del Maiz

El maiz, como otros cultivos de mayor importancia es susceptible a diversas
enfermedades que le impide el crecimiento de la planta. Las enfermedades se ven
favorecidas por las condiciones ambientales, el tipo de suelo, la susceptibilidad a
las plagas, y cuando son enfermedades causadas por agentes virales, se afectan
por condiciones que favorezcan la migracion, supervivencia y establecimiento de

vectores.

Las principales enfermedades del maiz suelen ser atacadas o causadas por
hongos y virus entre otros patdgenos que le afecte su desarrollo, ocasionando
gran pérdida total econdmica, en menor grado se presentan las enfermedades
causadas por bacterias que ocasionan frecuentemente menores dafios y costos
economicos. La mayor parte de las plantas, silvestres y cultivadas tienen
inmunidad innata o resistencia a muchos patdégenos que nos rodea en el ambiente
(Varon y Sarria, 2007).

Las micotoxinas se encuentran contaminando cierto tipo de alimento natural
gue se encuentran expuestos a fitopatégenos productores de estas. Tenemos tres
géneros productores, entre los que destacan Aspergillus, Penicillium y Fusarium.

Las micotoxinas poseen gran numero de enfermedades carcinogénicos.

Debido a sus efectos quimicos que reaccionan en dicho sistema humano,
como también en su gran extremo a temperaturas muy altas de calor que
ocasiona, la presencia de esta sustancia toxica en los alimento es considerado
con un alto riesgo en la salud, tanto como seres humanos como los animales que
consuman maiz u otro alimento. (Soriano 2007; Murray et al., 2006; Miller, 1994;
Resnik, 1997).

La contaminacion de sustancias fuertemente toxicas en alimentos ocurren en
diferentes etapas de almacenamiento o su proceso que en cierto lugar pueda
desarrollarse como contaminante peligroso a su vez puede ser en el campo,
cosecha o en el trasporte que es muy favorecido por las condiciones de clima,
(Bogates et al., 2004).



La severidad de estas enfermedades en el cultivo del maiz causa un gran
efecto directo en la reduccion del rendimiento que para la zona central de México
oscila entre 6-55% de su produccion total a consecuencia de pérdidas que
ocasionan estas (Gonzélez et al., 2007; Briones et al., 2015).

Como se puede ver que la mayor parte de las especies de hongos que hay
en el mundo crecen en los cereales, produciendo sus contaminantes toxicos con
base a condiciones muy extremas que le sean favorables para hacer el efecto a
cualquier individuo que consuma dichos alimentos. Segun estudios un 25 y 40%
de los cereales que se produzcan en cualquier parte del mundo, pueden estar
contaminado con toxinas (Pittet, 1998).

Hongos que producen Toxinas

Las micotoxinas estan muy presentes en granos contaminados con hongos
gue contienen sustancias toxicas, prevaleciendo, aunque después el hongo haya
desaparecido, como asi también se encuentran en sub-productos que estan
elaborado a base de estos, aun asi, encontraremos presencia de estas mismas
(Duniere et al., 2013). Esto a su vez, se pueden encontrar en otros alimentos
como leche, carne y huevo derivado de animales que consumieron granos ya
contaminados, a referencia de estos la leche es el mas trasferido de micotoxina
(Lazzari, 1997).

Los principales géneros de hongos considerados de campo son requeridos
con alto contenido de humedad relativa para su crecimiento (20-21%), esto a base
de humedad, atacando con mucha frecuencia a los granos antes que sea
cosechado. Entre estos géneros podemos encontrar Penicillium, Alternaria,
Aspergillus, Cladosporium y Fusarium, en este Ultimo es muy relevante por su alta

cantidad productora de micotoxina (Gonzales, 1995).



Figura 1.- Ejemplo de los principales hongos productores de micotoxinas en alimentos de
consumo humano y animal.

Cuadro 3.- Especies fungicas productoras de micotoxinas de importancia biolégica y

econdmica en humanos, animales y agricultura.

Especie Micotoxina Efecto
Aspergillus spp. Aflatoxinas | Carcinogénico y teratogénico
Fusarium spp. Tricotecenos Hepatotoxicos

Inhibicién de sintesis de proteinas
Fusarium spp. Fumonisinas | Hepatotoxico y nefrotoxico
Aspergillus spp. Nefrotéxico
Petromyces alliaceus Ocratoxinas | Hepatotdxico
Penicillium verrucosum Carcinogénico
Fusarium spp. Zearalenona | Estrogénico




Género Aspergillus

Aspergillus es un género de moho cuyas colonias crecen rapidamente de
color blanco, amarillo, café, negro o verde que consistes en un denso conjunto de
conidias con conidioforo y vesicula. En la estructura morfolégica de las conidias se

pueden observar qué pueden acomodarse de forma columnar o radial.

Figura 2.- Estructura morfolégica en Aspergillus (Samson et al., 1979).

h
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La mayor de las especies de este género son hongos filamentosos saprofitos

Células de Hulle

por su degradacion en la materia organica. Su habitat natural es el suelo y se
desarrolla en materia en descomposicion; se reproduce por conidios cuya
germinaciéon da origen a las hifas y para su desarrollo Aspergillus requiere una
humedad relativa entre 70 y 90% (Klich, 2002).

El desarrollo de Aspergillus y su contaminacién en los productos alimenticios
con micotoxina son consecuencia de la interaccién entre el hongo, hospedero y el
ambiente, a esto se determina la infestacion y la colonizacién del sustrato, asi

como el tipo y cantidad de toxinas producidas (Garcia y Heredia, 2006).



Clasificacién Taxondmica

Cuadro 4.- Clasificacion Taxonomica de Aspergillus spp. Segun (Link, 1809).

Reino Fungi

Phylum Ascomycota
Clase Euascomycete
Orden Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Aspergillus

Aspergillus flavus

Las colonias de Aspergillus flavus (A. flavus) suelen formar una densa capa
de conidias de color amarillo verdoso con un diametro de 3-5 cm al incubarse a
25° C en agar. Las cabezas de las conidias tipicamente son radiales y después se
dividen en varias columnas que van desde amarillo verdoso claro a obscuro. Los
conidiéforos son asperos que pueden crecer de 1 a 2.5 mm de longitud. Las
vesiculas tienen diametro de 25-45 um. Las fialides nacen de la vesicula o de las
metulas y miden de 6-10 um por 4-5.5 pym. Las métulas miden de 6.5 a 10 um por
3.5 um. Ademas, las conidias miden 3.6 de didmetro de color verde palido. La
esclerotia se produce separada, de forma y dimension variables de color café a

negro (Samson et al., 1995).

Figura 3.- Desarrollo de Aspergillus flavus en papa-agar-dextrosa.
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A. flavus generalmente crece en nueces, especias, semillas, cereales y
ocasionalmente en frutas secas. Dentro de los metabolitos toxicos importantes de
este moho se encuentran los siguientes: &cido 3-nitropropionico, ciclopiazénico y

aflatoxinas B (Samson et al., 1995).

Aspergillus niger

Las colonias de Aspergillus niger en Agar incubadas a 25° C llegan a tener un
diametro de 4-5 cm en 7 dias, formando una capa blanca o amarilla con
conidioforo de color café obscuro a negro. Las cabezas de las conidias son negras
y radiales, y tienen a separarse en columnas sueltas con el tiempo. Sus
conidioforos tienen paredes suaves. Los diametros de las vesiculas son de 50-100
pm. Las fialides nacen de las métulas con 7.0-9.5 um por 3-4 um de tamafo. Las
métulas estan normalmente separadas y miden de 15-25 pm por 4.5-6.0 um. Las
conidias de color hialino a café y de 3.5-5 ym de diametro, tienen verrugas y

crestas irregulares (Samson et al., 1995).

Esta especie es la principal productora de acidos organicos, especialmente
acido citrico y el gluconico, ya que disminuye el pH del producto que provoca
sabores y olores desagradables. El acido citrico es uno de los principales
productos que se juega el papel en la industria de los alimentos que se utilizan, y
entre otros productos mas, como por ejemplo refrescos, zumos de fruta,
caramelos y el vino. Las enzimas que genera esta especie también es de gran
importancia para la industria, ya que es muy trabajada como productora de
catalasa (Hjort, 2003; Wésten et al., 2007).
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Figura 4.- Desarrollo de Aspergillus niger en papa-agar-dextrosa.

Género Penicillium

Este género se caracteriza por formar conidios en una estructura ramificada
semejante a un pincel que termina en células conidiégenas llamadas fialides. Las
ramificaciones de un pincel poliverticilado son ramas, ramulas, métulas vy fialides.
Los conidios generados en fialides suelen llamarse fialoconidios para indicar su
origen. En la fidlide, al dividirse el nucleo, se extiende simultaneamente el extremo
apical que luego se estrangula separando a la espora recién formada. Se llama
conectivo a la porcion de pared que une entre si a los conidios permitiendo la

formacion de cadenas (Webster, 1986).

Los filamentos o hifas alcanzan un diametro entre dos o tres micrometros y
tienen septos con un poro central que no es visible al microscopio 6ptico. Las
paredes del estipite, las ramas o las métulas pueden ser lisas, rugosas o
equinuladas. La pared de las fidlides es siempre lisa. Las fidlides pueden tener
forma de anfora o bien ser casi cilindricas con la porcion apical en forma de cono.
El tamafio maximo de las fialides es de 15 mm y la parte terminal no supera los 3
mm de largo. Los conidios son esféricos o elipsoidales, unicelulares, hialinos que
en masa se ven de color verde, verde azulado, verde aceituna o gris. La pared de

los conidios es lisa o rugosa segun las especies (Webster 1986).
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Figura 5.- Aspecto de penicilios: monoverticilado, verticilado, terverticilado.
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Clasificacién Taxondmica

Cuadro 5.- Clasificacion Taxonomica de Penicillium segun (Link 1809).

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Euascomycete
Orden Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Penicillium

Penicillium oxalicum

Esta especie de hongo las colonias alcanzan un tamafio de 35-60 mm de
diametro en 10 dias, son planas con areas centrales aterciopeladas abundante
algodonosa de aspecto amplio a causa de mayor produccién de conidios. El
micelio es incospicuo de color blanco a amarillo y claro en las areas algodonosas,
superficie de crecimiento en general que lo rodea es de color verde. La produccién

de conidios es muy abundante, tipica del género y de color verde grisaceo.

Los conidioforos (penicilio o pincel) nacen de la superficie del micelio dando
lugar a las estructuras y algunas veces presentan ramas adicionales. En general el
estipe tiene una longitud de 200-400 um gue son delgadas vy lisas, los verticilos

son terminales caracteristicos de 2-4 metulas de 10-15 um de longitud, fialides
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cilindricas con punta estrecha de 10-15 pum de longitud. Los conidios son
elipsoidales, muy grandes de (3.5-5.0) um de longitud y de pared lisa o0 a veces
rugosa (Samson et al., 1995).

Género Fusarium

Este género es de mayor importancia ya que su desarrollo es muy rapido
debido a que puede crecer en medios como el agar papa dextrosa con
temperaturas de 25°C, el micelio es totalmente algodonoso y claro al principio,
pero como avanzan los dias su color es de mayor aumento y cambia a crema o
amarillo y luego adquiere en su totalidad un color rosa pélido (Diaz de Castro et
al., 2007).

Se puede decir que este patdogeno es productor de micelio dividido por
paredes de células, que produce tres tipos de diferentes esporas asexuales. Las
microconidias son productos del micelio ya sea aéreo o en cadenas, tienen micelio
septado es decir de una o dos células y se forma la espora para que el hongo lo
pueda producir con mayor abundancia en sus condiciones que le favorecen y se
forma con mayor frecuencia en las células de las plantas ya infectadas, o dentro

del cuerpo humano y de animales (Diaz de Castro et al., 2007).

Las especies de Fusarium se consideran predominantemente hongos de
campo Sumalan, Alexa, & Antena, (2013). Estos hongos son patdgenos
importantes que causan considerables pérdidas de rendimiento en los cereales de
grano pequefio, Fusarium produce una variedad de metabolitos toxicos
(micotoxinas) que ponen en peligro la salud de los seres humanos y los animales.
Las especies mas comunes son F. solani, F. oxysporum, F. verticillioides y F.
moniliforme. Estas especies producen colonias algodonosas, planas y estrelladas
de color diverso segun la especie. La mayoria de las especies son frecuentes en

el maiz recién cosechado.
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Clasificacién Taxondmica

El género Fusarium spp., fue descrito por Link en 1809. Desde entonces la
taxonomia ha sido muy complicada debido a que las descripciones iniciales se
hicieron en base a las caracteristicas que varian, segun los medios que se
utilizaban. Se considera que este género exhibe un grado de variaciébn con
respecto a la morfologia microscépica y a sus caracteristicas fisioldgicas, debido a
su gran habilidad para colonizar diversos héabitats ecoldgicos (Nelson et al., 1994).

Cuadro 6.- Clasificacion taxonémica de género Fusarium segun Barnett y Hunter (1978).

Reino Fungi

Division Eumycota
Clase Deuteromycete
Orden Moniliales
Familia Moniliaceae
Género Fusarium
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Figura 6.- Caracteristicas morfol6gicas microscoépicas del género Fusarium.
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Fusarium verticillioides

Las colonias son de crecimiento moderadamente rapido, de 8 cm a los 8 dias
de color blanco a durazno. Las macroconidias son abundantes generalmente de
una célula, de oval a ovoide, en largas cadenas o en falsas cabezas. Los
conidiéforos son largos, no ramificados y ramificados monofialides y polifialides.
Las macroconidias estan presentes, pero son escasas, y varian levemente de su
forma curva a casi rectas, de paredes delgadas. Las clamidiosporas estan

ausentes (Sanabria et al., 2002).

Figura 7.- Cultivo de F. verticillioides en agar papa-dextrosa.

Micotoxina

Agente toxico que es derivada de las palabras griega: mikes y toxina, que
significa hongo y veneno generalmente. Algunos o casi la mayoria de los hongos
filamentosos producen sus metabolitos secundarios, por medio de su inhalacion o
absorcién hace enfermar o causa la muerte en humanos y animales (Fokunang et

al., 2006; Soriano et al., 2007). La contaminacion por este compuesto peligroso,
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plantea serios problemas para el consumo de los alimentos para el ser vivo

(Lépez-Garcia et al., 1999).

Estos agentes tdxicos desde tiempos muy atras han presentado casos muy

relevantes para la sociedad, ya sea enfermedad o hasta la muerte y grandes

pérdidas en general en su totalidad. Las aflatoxinas fueron descubiertas en 1960,

cuando en el Reino Unido cientos de pavos fueron alimentados con cacahuates

provenientes de Brasil, los cuales murieron intoxicados, porque ciertos alimentos

venian contaminados de dicha micotoxina.

Cuadro 7.- Micotoxinas en la historia (Soriano et al., 2007).

Afo Acontecimiento Causa
1926 Epidemia de ergotismo en el | Alcaloide de Claviceps
norte y este de Europa
Epidemias en Rusia, tasas de | Toxina T-2, primera
1932 mortalidad en un 60% micotoxicosis por
tricotecenos
Muerte de 100, 000 pavos en | Consumo de cacahuates
1960 Inglaterra importados de Brasil
contaminados con aflatoxina
India, epidemia de hepatitis y | Consumo de maiz con
muerte de 100 personas elevado nivel de aflatoxina.
1976 Se detectaron niveles
elevados de aflatoxinas Bl
en los higados de los sujetos
fallecidos
1977.78 Etiopia, muerte de 47 C(.ereale.s contaminados con
personas micotoxinas
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Tipos y Descripcién de Micotoxinas
Aflatoxinas

Las aflatoxinas es un grupo de compuesto quimicos con metabolitos
secundario toxico producido por el género Aspergillus, cuyo peso molecular es
bajo y el esqueleto basico es un anillo de furano unido al ndcleo, ya que son
originados en el organismo de humanos y animales que han consumido alimentos
contaminados con aflatoxinas (Rimblas, 2004). El micelio de esta y otras especies
gue son productoras de aflatoxinas tienen la capacidad de colonizar semillas de
mani, girasol, arroz, soya, algodon y cereales. Como también sus derivados que
son almacenados en sacos y silos. Se ha reportado presencia mundial de este
compuesto, sobre todo en semillas de plantas que se encuentran en climas
tropicales donde se encuentra un mayor rango de crecimiento de hongos
aflotoxigénicos con una humedad relativa de 80-90% y una temperatura de 30-
35°C; esto explica la frecuente contaminacion del maiz (Soriano et al., 2007).
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Figura 8.- Estructura quimica de la aflatoxina B1.

18



Fumonisinas

Las fumonisinas son producidas por especies del género Fusarium, siendo el
maiz el cereal principalmente afectado por este grupo de toxinas, aunque se han
encontrado en sorgo y arroz (Richard, 2007). Estas fueron las primeras
micotoxinas implicadas en enfermedades en humanos desde 1988;
posteriormente, en Estados Unidos se observé que el maiz contaminado con
mohos productores de fumonisinas caus6 la muerte de centenas de caballos y
cerdos (Missmer et al., 2006).

La fumonisina mas comun encontrada en maiz es la fumonisina B1 (FB1);
mientras que las fumonisinas B2 y B3 (FB2 y FB3) son contaminantes comunes de
cereales u otros alimentos. Las condiciones exactas para que se dé la produccion
de micotoxinas en cereales no se conocen por completo, pero el estrés hidrico,
seguido por clima célido y al final del crecimiento, clima himedo parecen ser

importantes para la produccion (Richard, 2007).
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Figura 9.- Estructura quimica de la Fumonisina B1.
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Ocratoxina

Las ocratoxinas son producidas principalmente por las especies fungicas
Penicillium verrucosum y Aspergillus ochraceus. Estas toxinas, pueden contaminar
una amplia variedad de alimentos. Ademas, tienen la capacidad de acumularse en
la sangre y leche de los animales expuestos a ellas. Entre los productos
contaminados se encuentran los cereales y sus productos finales. Como la
solubilidad de las ocratoxinas en agua es baja, se absorben por el tracto
gastrointestinal uniéndose fuertemente a las proteinas de membrana. Esto resulta
en la reabsorcion en el rifidn, y la recirculacion enterohepatica, por lo que la
biotransformacion y eliminacion renal se disminuye, resultando en un tiempo de
vida largo de las ocratoxinas en el cuerpo, de aproximadamente 35 dias (Ringot et
al., 2006; Richard, 2007; Wu et al., 2014).

Figura 10.- Estructura quimica de la ocratoxina A, toxina principal de este grupo.
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Efecto de las Micotoxinas en Humanos y Animales

Las aflatoxinas en personas que las consuman pueden producir cancer de
higado. La (OMS) y la Agencia Internacional para la Investigacion de Cancer han
estudiado los efectos de dicha enfermedad y los efectos de dicho compuesto en
su consumo, existe una enfermedad llamada aflatoxicosis que conllevan a la

persona, como vomito, dolor del abdomen y edema pulmonar (Wu et al., 2014).

Un ejemplo reportado sobre el consumo de alimentos contaminados con
aflatoxinas se dio en el occidente de la India en la década de 1970, donde el
consumo de maiz contaminado causé envenenamiento y provoco la muerte de al
menos 97 personas (Krishnamachari et al., 1975). En reportes mas recientes, en
el aflo 2004, maiz contaminado con aflatoxinas caus6 uno de los brotes mas
grandes de aflatoxicosis en Kenia, resultando en 317 casos de intoxicacion y 125
muertes (Azziz-Baumgartner et al., 2005).

Las fumonisinas inhiben la sintesis de ceramida, ya que esta familia de
lipidos se deriva del minialcohol insaturado por 18 carbonos, la cual tiene muchas
funciones en el cuerpo humano y forma membranas celulares e inducen o inhiben
la diferenciacion celular. Debido a su complejidad estas toxinas causan muchos
tipos de enfermedades como la leucoencefalomalacia en los caballos, reduccion
de la ganancia de peso y dafio del higado en ganado porcino. EI consumo de
alimento con fumonisinas es un peligro para la humanidad ya que también se
desarrolla el cancer de eséfago. Esta ocasion fue vista por primera vez en
poblaciones de Sudafrica que desarrollaron cancer de eséfago de manera
paulatina, cuando ellos consumieron maiz contaminado con grandes cantidades

de fumonisinas (Missmer et al., 2006).

Otras enfermedades en los seres humano causado por consumo de
alimentos que contienen dicho agente toxico son las alteraciones embridnicas,
también como la medula espinal, irritacion dérmica, hepatitis aguda entre otras
perturbaciones metabdlicas (Marasas et al., 2004). La enfermedad AFB1l son

metabolitos de aflatoxicol considerada por la Agencia Internacional para la
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Investigacion del Cancer (IARC) como cancerigeno en animales y humanos de
mayor importancia en la salud publica. La AFB1 se origina en el higado de los
mamiferos luego del consumo de los alimentos contaminados con AFB1. La AFB1
se excreta en la leche y pude ser ingeridas por personas al consumir dicho
alimento contaminado siendo los menores los mas expuestos (Duartes, 2006;
IARC, 2012).

Las ocratoxinas han sido estudiados en laboratorio y mostraron que la
exposicion a estas toxinas causa una disminucion en el funcionamiento del rifién,
pudiendo llegar a inducir adenomas renales. En su mismo estudio se percata que
el rifidén es el 6rgano mas afectado a comparacion de otros por esta toxina, e
incluso también sean observado en hamsteres que son afectados por anomalias
cardiacas y hepaticas, como lesiones del tracto gastrointestinal (Hagelberg, Hult y
Fuchs, 1989). Ademas, estas micotoxinas pueden cruzar la placenta y acumularse
en el tejido fetal, induciendo malformaciones del feto (Wu et al., 2014). Las
ocratoxinas son consideradas como un grupo 2B de posibles carcind6genos para
humanos (WHO-IARC, 1993).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Experimento

El presente trabajo de investigacion se inicio el 14 de agosto del 2018 en las
instalaciones del Laboratorio de Fitopatologia de Posgrado del Departamento
de Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, que se
encuentra ubicado en Calzada Antonio Narro # 1923 Col. Buenavista, Saltillo,
Coahuila. En las coordenadas 25° 21" 17 "de latitud Norte y 101° 01" 58 de
longitud Oeste con respecto al meridiano de Greenwich a una altura de 1781

metros sobre el nivel del mar (msnm).

Figura 11.- Ubicacién del experimento.

Preparacion de Medios de Cultivo

Se pesO 19.5 g de Agar Dextrosa y Papa, para hacer un litro en total,
vaciandolo el polvo en 2 matraces de 1000 ml, agregandole agua destilada, con
una porcion de 500 ml cada una y asi agitandolo continuamente. Después en la

olla de presién dejamos hervir por 21°C durante 15 min posteriormente se apaga y
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dejamos enfriar, le agregamos 1/2 ml de Gentamicyn Super a los recipientes
respectivamente esto con la finalidad de que no se contaminen, por ultimo, se
esteriliza la cAmara bioclimatica y se vacia el medio en cajas petri segun (Samson
et al., 1995).

Diluciones Seriadas

Se realiz6 esta prueba con el fin de identificar los hongos asociados a la
harina de maiz de diversos materiales de 5 localidades del estado de Puebla de
los cuales 5 eran hibridos y 2 criollos. Se esterilizd6 agua destilada en la olla de
presion, se pesaron 10 g de harina de maiz y se afiadié en matraces erlenmeyer
con 90 ml de agua ya esterilizadas, se agito durante 30 min cada material, se
tomaron 4 tubos de ensaye (-1, -2, -3, -4), agregandole 9 ml de agua destilada y
colocandolo en la gradilla correspondiente, de la solucion madre se tomé 1 ml con
la pipeta y se le agrego al tubo -1, se agitdé durante 10 segundos y de el mismo
tubo se tomd 1 ml y se vacio al tubo -2, se vuelve agitar por 10 segundos y se
toma 1 ml de dicho tubo y se agrega al tubo -3, se agita otra vez por los 10
segundos y de el mismo -3 se toma 1 ml y se vacia al tubo -4. Después con la
micropipeta se toman 1000 microlitros y se agregan al medio de cultivo ya
identificado (cajas petri), se sella y se dejan encubar a 28°C para que el hongo
desarrolle (NORMA COVENIN, 1995).

Purificacién de Hongos

De medios de cultivos se hicieron aislamientos, se dejaron encubar de 8 a 10
dias para su desarrollo y asi su propia identificacion, con la finalidad de poder

identificar la estructura del hongo y llegar a la especie.
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Identificacion de las Cepas

Se desinfecto el lugar de trabajo y junto a un mechero, con una aguja de
diseccion se extrajo el micelio del hongo aislado, en un portaobjeto con una gota
de lactofenol se colocd el micelio extraido y se observé en el microscopio
compuesto a 5X, 10X 40X y 100X, hasta obtener la estructura y forma del hongo
aislado para su posterior identificacion.

Pruebas de Micotoxinas

Aflatoxina: Se pesaron 3 gr de harina de maiz, se pasaron a tubos de 50 ml
agregandole 15 ml de metanol al 70% y se agitaron durante 3 min, posteriormente
se filtré en vasos de precipitados. Se coloco una linea de micropocillos marcados
en rojo y se agrego el material azul de conjugado de aflatoxina y peroxidasa de
rabano (HRP) a cada micropocillo con la micropipeta a 100 microlitros, después le
agregamos 100 microlitros de los controles (0, 5, 10 y 25) y a partir del
micropocillo 5 se le agrega 100 microlitros de la muestra, pasamos 100 microlitros
del micropocillo rojo al blanco que es el que contiene el anticuerpo y dejamos
incubar 10 min a temperatura ambiente, movemos de enfrente hacia atras por 30
seg, luego tiramos la muestra y lavamos 5 veces con agua desionizada y secamos
con papel estéril, agregamos 100 microlitros del material verde de solucidon de
sustrato K-Blue a los micropocillos con anticuerpo, reposamos 10 min a
temperatura ambiente y movemos de enfrente hacia atras, por ultimo agregamos

el material rojo que es nuestra sustancia detenedora 100 microlitros y leemos.

Para la prueba de ocratoxinas y fumonisinas el procedimiento fue el mismo a

diferencia que la fumonisina ya no se hace el movimiento de los 30 seg.
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Andlisis Estadistico

Se desarrollé un disefio completamente al azar con arreglo factorial donde el
factor A corresponde a los materiales (b, my p), Factor B son las diluciones (-1, -2,
-3,y -4) y el Factor C el niumero de colonias de géneros de hongos identificados
(Fusarium, Aspergillus y Penicillium).

Los datos se analizaron con el programa estadistico SAS ver. 9.1.3 Con un
andlisis de varianza (ANOVA) 0.05 % y separacion de medias tomando como dato
las UFC (unidad formadora de colonia).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencién de Numero de Colonias en Cada Dilucion

Como resultados obtenidos en cuanto a la prueba de Diluciones Seriadas,

donde trabajamos con 7 materiales de harina de maiz las cuales fueron 5 hibridos

y 2 criollos, en el cual los hibridos se identificaron como Albatros, A-722 (este

proveniente de la regién Mazapiltepec), Faisan, Star y HC8. Los dos criollos uno

de la region Tlachichuca y el otro de Atenco del Estado de Puebla.

En cada material se tomé una mazorca y se dividio en tres partes (b, my p)

de acuerdo a las diluciones seriadas se obtuvo el nimero de colonias, las cuales

se registraron como UFC. En los siguientes cuadros se presentan el nimero de

colonias y géneros de hongos que obtuvimos de la dilucién (-1, -2, -3, y -4), con un

periodo de 8 a 10 dias de incubacion a 28°C.

Cuadro 8.- Material Albatros en diluciones seriadas.

DILUCIONES

ALBATROS =) > 3 2
Base Penicillium (10) | Aspergillus (2) Aspergillus (1) Penicillium (1)
Media Bacteria Penicillum (1) Bacteria Penicillium (1)
Punta Bacteria Aspergillus (1) Aspergillus (1) Bacteria
Cuadro 9.- Material criollo de la regién Tlachichuca en diluciones seriadas.

CRIOLLO DILUCIONES
(TLACHICUCA) -1 -2 -3 -4
Base Penicillium (2) | Bacteria Bacteria Fusarium (1)
Media Penicillium (1) | Penicillium (50) | Bacteria Penicillium (8)
Punta Penicillium (4) | Penicillium (1) Bacteria Penicillium (1)
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Cuadro 10.- Material criollo de la regién Atenco en diluciones seriadas.

CRIOLLO DILUCIONES

(ATENCO) 1 D 3 4
Base Penicillium (70) | Penicillium (40) | Penicillium (30) | Penicillium (20)
Media Penicillium (1) Penicillium (40) | Penicillium (7) Penicillium (3)
Punta Aspergillus (10) | Bacteria Bacteria Bacteria
Cuadro 11.- Material A-722 de la region Mazapiltepec en diluciones seriadas.

A7 DILUCIONES
(MAZAPILTEPEC) 1 2 3 4
Base Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria
Media Bacteria Bacteria Bacteria Bacteria
Punta Penicillium (1) | Penicillium (20) | Penicillium (1) | Bacteria
Cuadro 12.- Material Faisan en diluciones seriadas.
DILUCIONES
FAISAN
-1 -2 -3 -4

Base Aspergillus (1) | Penicillium (1) | Bacteria Bacteria
Media Bacteria Bacteria Rhizopus (1) Fusarium (1)
Punta Fusarium (1) Fusarium (3) Penicillium (1) | Fusarium (1)

Cuadro 13.- Material HC8 en diluciones seriadas.

DILUCIONES
HCS8
-1 -2 -3 -4
Base Aspergillus (5) Penicillium (1) Bacteria Fusarium (1)
Media Penicillium (50) | Penicillium (10) | Penicillium (2) | Penicillium (1)
Punta Aspergillus (20) | Aspergillus (2) Aspergillus (1) | Bacteria
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Cuadro 14.- Material Star de la regién Cerro Alto en diluciones seriadas.

STAR DILUCIONES
Cerro Alto -1 ) -3 -4
Base Penicillium (4) | Penicillium (1) | Penicillium (1) | Bacteria
Media Aspergillus (1) | Bacteria Bacteria Bacteria
Punta Penicillium (1) | Fusarium (1) | Aspergillus (1) | Bacteria

Las tablas muestran cédmo en cada dilucién de acuerdo al experimento dado
sube el numero de colonias y en ocasiones en otras es muy baja que a su vez
también no solo géneros de hongos es lo que pudimos encontrar, sSino que

también se encontraron bacterias.

En las bacterias se hizo una prueba rapida “tincion de gram” donde en un
portaobjeto se agrega una gota de agua destilada y del medio de cultivo se extra
la muestra con un haza bacteriolégica y se mezcla, dejandolo secar junto a un
mechero pasando encima de la flama, se afiade cristal violeta cubriendo toda la
muestra y se deja actuar por 1 minuto para que tifia la bacteria y lavamos
suavemente con agua, agregamos lugol y se deja actuar por 30 segundos y esto
actia como mordiente fijando el colorante, se lava con agua nuevamente y se
agrega alcohol cetona 96 % para que se produzca la coloracion de las bacterias y
esperamos 15 segundos, lavamos con abundante agua y agregamos safranina
con la finalidad que se tifian las bacterias esperando 1 minuto y se lava con mucha
agua y secamos pasando por la flama de un mechero y se observa la preparacion
al microscopio con el objetivo de 100 aumento con una gota de aceite de

inmersion.

Bacterias gram (-) se tifien de rosa o rojo por la safranina y bacterias gram
(+) se tifien de violeta por el cristal violeta (azul). Como resultados de los 7
materiales A-722 (Mazapiltepec) (M-4), Faisan (B-4), Albatros (M-1), criollo
(Tlachicuca) (P-3) fueron negativos mientras que HC8 (B-3) y Star (P-4) fueron

positivos, ya que el criollo Atenco no se encontro la cepa.
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Andlisis Estadistico

Para obtencion de andlisis en el SAS ver. 9.1.3 (disefios factoriales) se uso
una férmula para obtener la UFC/ml. Donde el nimero de colonia por placa se
multiplico por el factor de dilucion [1*1079(-1), 1*1078(-2), 1*1077(-3), 1*1076(-4)] y
dividiéndolo entre el ml de la muestra sembrada en este caso se sembr6 0.5 ml y
el resultado se analizé para la obtencion de medias y el modelo estadistico.

Se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial donde el
factor A son las partes analizadas (b, m, p), el factor B las diluciones, (-1, -2, -3y -
4) y el factor C géneros de hongos obtenidos (Penicillium, Aspergillus y Fusarium).
Los resultados obtenidos en el programa SAS ver. 9.1.3 nos muestra que en los
factores A y B, existe diferencia significativa mientras que en el factor C no

encontramos.

De acuerdo a las medias obtenidas y las diferencias que existen entre los
factores se hicieron las graficas donde se presentan los rangos que hay dentro de
los factores (Figura 12) en el factor A que corresponde las partes analizadas
podemos observar como cada nivel en el factor es elevado y en los otros muy
bajos es decir que en la base de la mazorca hay mas infestacion de hongo a
diferencia de la punta que es muy baja. Y en el factor B la dilucion (-1) dentro del
medio de cultivo presento mas numero de colonias siendo Penicillium de mayor

rango.

El factor C es de mas relevancia porque aca se presentan los hongos con
mayor colonia siendo Penicillium el género que mas se presenta en esa region, le
sigue Aspergillus y después Fusarium es por ello que a continuacion se presentan

las siguientes gréficas obtenidas.
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Figura 12.- Rango de variacién de las medias en los niveles dentro del factor A.
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Figura 13.- Rango de variacion de las medias en los niveles dentro del factor B.
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Figura 14.- Rango de variacién de las medias en los niveles dentro del factor C.
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Observacion e Identificacion Microscopica

De acuerdo al numero de colonias obtenidas y el género de hongos
encontrados en maiz, pudimos observar e identificar los géneros de hongos y la
especie que mas se asemejan de acuerdo el color del micelio su crecimiento y la
estructura. Como se muestran en las tablas anteriores encontramos 3 géneros de
hongos distintos, las cuales en Aspergillus encontramos dos especies distintas
Aspergillus niger y Aspergillus flavus. Y los otros dos fueron Penicillium oxalicum y

Fusarium verticilloides que a continuacion se presentan.

Figura 15.- Estructura de Aspergillus flavus en 100X.

Figura 16.- Estructura de Aspergillus niger en 100X.
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Figura 17.- Estructura de Penicillium oxalicum en 100X.

Figura 18.- Estructura de Fusarium verticillioides en 100X.

Los hongos en harina de maiz se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las partes analizadas, mientras que en los géneros de hongos
no se encontrd diferencia por su alta incidencia. Los contajes de hongos oscilaron
entre un rango de 441 de UFC por los gramos totales de harina de los 7
materiales. Para este caso el material criollo (Atenco) presento la mayor incidencia

de hongos; estos resultados coincidieron con los reportados por la Organizacion
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de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura FAO (1993), ya que las
harinas con mayor proporcion de germen se caracterizan por presentar alta

contaminacion fangica.

Los géneros y especies detectados fueron: Aspergillus spp. A. niger, A.
flavus, Penicillium oxalicum y Fusarium verticiloides. Los hongos Aspergillus flavus
y Penicillium oxalicum presentaron la mayor frecuencia e incidencia en las
muestras analizadas en harina de maiz, aun la presencia de P. oxalicum en todas
las muestras de materiales de cada regién es relevante ya que esta especie es
capaz de producir ocratoxina y presenta riesgos para la salud humana y de animal
segun (Aleph, 2004).

Coincidiendo estos resultados con la presente investigacion. Otros hongos
como Penicillium aurantiogriseum y Aspergillus terreus También han sido

contaminantes en harina de maiz (Muriuki, 1995).
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Detecciéon de Contaminacién de Micotoxinas en Harina de Maiz
Fumonisina

Para la prueba ELISA de micotoxina en harina de maiz se observd mas color
azul que significa menos fumonisina, en la figura (16) podemos observar en los
micropocillos tenemos mas color azul, que con los 5 controles que hicieron
diferencia por su alta concentracién de fumonisina en ppm. Ya que el micropocillo
1 tiene (0 ppm), el 2 (1 ppm), 3 (2 ppm), 4 (4 ppm) y el 5 (6 ppm), comparando con

los que contiene la muestra.

Figura 19.- Deteccion de fumonisina en harina de maiz.

En este caso se mostr6 menos contaminacion de fumonisina para la regiéon
del estado de Puebla ya que hubo mas concentracion en el color azul y para ello
podemos decir que hay menos contaminacion con cepas de hongos productores
de estas, que en este caso es el género Fusarium y también menos casos en

enfermedades para consumo humano y de animales.
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Ocratoxina

Para esta prueba de micotoxina en sus resultados esperados podemos
mencionar que presentaron en los micropocillos un color azul muy fuerte a
diferencia con los controles que presento disminucion de color azul por su alta o
baja concentracion de ocratoxina en ppm. Donde el micropocillo 1 contiene (0
ppm), 2 (2 ppm), 3 (5 ppm), 4 (10 ppm) y 5 (25 ppm). Cabe sefialar que también
no tenemos contaminacion de ocratoxina de la misma region con cepas de hongos
productores de Penicillium, y otras especies de Aspergillus de esta manera
podemos destacar que tanto como humanos y animales no existen casos en

enfermedades producidas por este compuesto toxico.

Aflatoxina

En esta prueba también son las mismas que fumonisina y ocratoxina, ya que
en los resultados también nos presentd color azul a diferencia con los controles
gue contienen alta concentracion de aflatoxina en ppm. Donde el micropocillo 1
contiene (0), 2 (5), 3 (15) y 4(50). Mas color azul menos fumonisina y en este
caso la prueba mostro mas color azul es por ello que también para esa region no
existe contaminacién de esta toxina que es productora de cepas de hongos del
género Aspergillus con especies A. flavus y A. niger y asi podemos mencionar que
no hay casos en enfermedades tanto en humanos como en animales por esta

toxina en dicha region.

De acuerdo a las pruebas realizadas cada tipo de micotoxina de la regién del
estado de Puebla de 7 materiales distintos de harina de maiz, donde podemos ver
gue no hubo niveles de contaminacion en cada una de ellas al respecto Velluti
(2002) menciona que existen muchos factores que determinan la produccion de
micotoxina tales como el potencial genético del hongo, actividad del agua,
temperatura y nutrientes, es por eso que es probable que por estos factores

influyeron su presencia de contaminacién, ademas sefiala que la incidencia de una
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especie fangica micotoxigénica no indican necesariamente la presencia de
micotoxinas, ya que no todas las cepas de las especies son toxicogénicas, aun
con las condiciones Optimas, la produccion de toxinas pueden ser nula. Las
micotoxinas pueden persistir por un largo tiempo después que su desarrollo
vegetativo del hongo haya cesado e incluso si el hongo ha muerto por lo que es
posible detectado las cepas de la regién Poblana y en este caso no obtuvimos

presencia de estas toxinas.
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CONCLUSIONES

Los géneros de hongos predominantes en harina de maiz fueron
encontrados Aspergillus, Fusarium Y Penicillium. Siendo Penicillium el

mayor género fangico de contaminacion.

Dentro de los tres géneros de hongos las especies identificadas fueron:
Aspergillus spp. A. niger y A. flavus, Fusarium verticillioides y Penicillium

oxalicum.

Dentro el analisis estadistico para la UFC en los factores A y B existe
diferencia significativa y el C no existe diferencia por la mayor poblacion de

colonias.

De las tres partes analizadas de la mazorca (b, my p), la base es la mas

infestada de hongo.

De los 7 materiales, el criollo (Atenco) es la que presento el 100% de
colonias de Penicillium siendo el mismo con mayor incidencia, donde el

material Faisan y Star presento 4.5 % de colonias.

Los tres géneros encontrados pueden ser potencialmente toxigenicos.

De los 7 materiales distintos, no se detectaron ningun tipo de micotoxina

gue pueda afectar a la poblacién.
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ANEXOS

Media de
Fuente DF Cuadrado Valor F Pr>F
Cuadrado
Modelo 35 72.4246032 | 2.0692744 1.69 0.0135
Error 216 265.1428571 | 1.2275132
Correccion
251 337.5674603
total
R. Cuadrada C.v Raiz MSE Media (UFC)
0.214549 77.77127 1.107932 1.424603

Cuadro 1.- Cuadrados medios y coeficiente de variacion de variables cuantitativas

de la UFC.

Fuente DF | Tipo Il SS C'\:"ed'a de | valor F Pr>F

uadrado

FacA 2 | 1.72222222 | 0.86111111 0.70 0.4970
FacB 3 | 3.56746032 | 1.18915344 0.97 0.4083
FacC 2 | 35.81746032 | 17.90873016 |  14.59 <.0001
FacA* FacB 6 | 6.56349206 | 1.09391534 0.89 0.5022
FacA* FacC 4 | 14.20634921 | 3.55158730 2.89 0.0231
FacB* FacC 6 | 3.32539683 | 0.55423280 0.45 0.8434
FacA* FacB* FacC | 12 | 7.22222222 | 0.60185185 0.49 0.9192

Cuadro 2.- Media de cuadrado por factores A, B, C y su probabilidad del valor F.

46




Alfa 0.05
Grados de libertad error 216
Media de cuadrado error 1.227513
Valor critico del rango 3.33760
Diferencia minima significativa 0.4035

Cuadro 3.- Tasa de error experimental tipo | y diferencia significancia de la facA.

FACTOR A
DMS MEDIAS
A 1.5000
A 1.4643
1.3095
A

Cuadro 4.- Factor A de rango de media donde existe diferencia entre los factores.

Alfa 0.05
Grados de libertad error 216
Media de cuadrado error 1.227513
Valor critico del rango 3.66163
Diferencia minima significativa 0.5111

Cuadro 5.- Tasa de error experimental tipo | y diferencia significancia del facB.
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FACTOR B
DMS MEDIAS
A 1.6032
A 1.4603
A 1.3333
A 1.3016

Cuadro 6.- Factor B de rango de media donde existe diferencia entre los factores.

Alfa 0.05
Grados de libertad error 216
Media de cuadrados error 1.227513
Valor critico del rango 3.33760
Diferencia minima significativa 0.4035

Cuadro 7.- Tasa de error experimental tipo | y diferencia significancia del facC.

FACTOR C
DMS MEDIAS
A 1.9524
B 1.2262
B 1.0952

Cuadro 8.- Factor C de rango de media donde no existe diferencia entre los
factores.
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