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RESUMEN

En Ecuador, el maiz (Zea mays) es un cultivo de gran importancia econdémica y social,
ampliamente utilizado en la alimentacion humana y animal. Este grano es susceptible a ataques
de hongos, entre los que destacan especies con potencial micotoxigénico como Aspergillus,
Penicillium y Fusarium. Estos hongos producen metabolitos secundarios como aflatoxinas y
fumonisinas, compuestos que afectan tanto la calidad y seguridad alimentaria como la salud
humana y animal. Ante esta problematica, la identificacién y aislamiento de estos hongos
resultan cruciales para desarrollar estrategias efectivas de control y prevencion de
enfermedades asociadas a su presencia. Este estudio se centro en el aislamiento, identificacion
y conservacion de hongos con potencial micotoxigénico presentes en maiz blanco harinoso tipo
chazo. A partir de dos siembras e incubaciones de granos de maiz, se obtuvieron colonias con
caracteristicas macromorfologicas y micromorfologicas propias del género Penicillium sp. La
identificacion de los hongos aislados se basé en observaciones macroscopicas y microscopicas,
complementadas con el uso de claves taxondmicas para clasificar los aislamientos. Los
resultados permitieron determinar que las colonias pertenecen al género Penicillium sp., un
grupo conocido por su capacidad para producir micotoxinas, compuestos secundarios que
representan riesgos significativos para la calidad alimentaria y la salud publica. Estas
caracteristicas, aunque nos ayudaron a la identificacién, no se llevaron a cabo pruebas
especificas para confirmar su capacidad micotoxigénica. Sin embargo, estudios previos
respaldan la asociacion del género Penicillium con la produccion de metabolitos tdxicos en
condiciones favorables. Para garantizar la conservacion de los hongos aislados, se disefio e
implementd un protocolo basado en el uso de glicerol como crioprotector. Las muestras fueron
almacenadas a 4 °C en tubos Eppendorf, lo que permite una preservacion. Este enfoque asegura
la viabilidad de los aislamientos, manteniendo sus propiedades micotoxigénicas y su utilidad

para investigaciones futuras.

Palabras clave: aislamiento, conservacion fungica, crioprotector, enfermedades agricolas,
glicerol, hongos micotoxigénicos, identificaciéon, maiz, maiz blanco, medio, micotoxinas,

Penicillium sp., prevencion, Zea mays.



ABSTRACT

In Ecuador, corn (Zea mays) is a crop of great economic and social importance, widely
used in human and animal food. This grain is susceptible to fungal attacks, notably from species
with mycotoxigenic potential such as Aspergillus, Penicillium, and Fusarium. These fungi
produce secondary metabolites like aflatoxins and fumonisins, compounds that affect both food
quality and safety, as well as human and animal health. Given this issue, the identification and
isolation of these fungi are crucial for developing effective strategies for controlling and
preventing diseases associated with their presence. This study focused on the isolation,
identification, and preservation of mycotoxigenic fungi present in white flour maize of the
chazo type. From two sowings and incubations of maize grains, colonies with
macromorphological and micromorphological characteristics typical of the genus Penicillium
sp. were obtained. The identification of the isolated fungi was based on macroscopic and
microscopic observations, supplemented with the use of taxonomic keys to classify the isolates.
The results indicated that the colonies belong to the genus Penicillium sp., a group known for
its ability to produce mycotoxins, secondary compounds that pose significant risks to food
quality and public health. Although these characteristics aided in identification, specific tests
to confirm their mycotoxigenic capacity were not carried out. However, previous studies
support the association of the genus Penicillium with the production of toxic metabolites under
favorable conditions. To ensure the preservation of the isolated fungi, a protocol was designed
and implemented using glycerol as a cryoprotectant. The samples were stored at 4 °C in
Eppendorf tubes, allowing for preservation. This approach ensures the viability of the isolates,

maintaining their mycotoxigenic properties and their utility for future research.

Key words: Corn, agricultural diseases, cryoprotectant, fungal conservation, glycerol,
identification, isolation, medium, mycotoxigenic fungi, Penicillium sp. mycotoxins,

prevention, white corn, Zea mays.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

En Ecuador, el maiz (Zea mays) es un alimento fundamental con gran importancia
economica y social. Esta graminea enfrenta ataques de varios patogenos que perjudican su
rendimiento agricola e industrial, como pueden ser hongos en los cuales poseen potencial
micotoxigénico. El conocimiento de cuales son estos hongos posiblemente micotoxigénicos
nos aportan informacion con la cual se puede llevar a cabo investigaciones de aspecto cientifico
y académico relevantes tanto conocimiento de cuales pueden ser principales enfermedades del
maiz como para un posible avance biotecnoldgico de instituciones dedicadas a la investigacion

(Estrada, 2021).

Conocer cuales son los hongos que tienen potencial micotoxigénico y que se encuentran
el en cultivo de maiz (Zea mays) es un aspecto crucial en la agricultura y la seguridad
alimentaria. El maiz actlia como un medio adecuado para el crecimiento de estos hongos, que
pueden contaminar el cultivo tanto en el campo como durante su almacenamiento. Los géneros
de hongos mas frecuentes que tienen potencial micotoxigénico en el maiz son Aspergillus,
Penicillium y Fusarium, los cuales sintetizan toxinas como aflatoxinas, fumonisinas y

deoxinivalenol (DON), entre otras (Villela, Diaz, y Rodas, 2018).

El potencial micotoxigénico que tienen estos hongos del maiz puede afectar de forma
adversa la calidad y seguridad de los alimentos. Las micotoxinas pueden representar un riesgo
para la salud humana y animal, y su presencia en productos derivados del maiz puede llevar a
la contaminacion alimentaria. Estos hongos con potencial micotoxigénico pueden penetrar el
maiz a través de diversas rutas, como las raices, el tallo y la mazorca. Una vez dentro de la

planta, son capaces de producir toxinas en los tejidos y los granos.

El aislamiento y la identificacion de estos hongos potencialmente micotoxigénicos es
fundamental, ya que nos proporciona el material necesario para investigar y desarrollar
medidas para prevenir y controlar las enfermedades que provocan (Mufoz, Cisterna, y France,

2020).

El objetivo del presente trabajo fue contar con una coleccion de hongos con potencial
micotoxigénico con el cual se pueda llevar a cabo posteriormente investigaciones para conocer

el potencial de dafio que tienen y mejoramiento de técnicas de manejo y control de los aislados.
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MARCO TEORICO

Algunas especies de hongos pueden producir metabolitos secundarios toxicos llamados
micotoxinas, cuya formacion ocurre en condiciones ecologicas favorables. El interés en los
hongos y sus micotoxinas es significativo no solo desde un enfoque cientifico, sino también
economico, debido a los diversos problemas que generan a lo largo de la cadena alimentaria,
desde el agricultor hasta el consumidor final. Entre estos problemas se encuentran la
disminucién en los rendimientos de las cosechas, la baja en los indices productivos en los
animales de granja, enfermedades en dichos animales y alteraciones en los alimentos. En los
seres humanos, la exposicion a las micotoxinas ocurre principalmente a través de los alimentos

y, en algunos casos, por via respiratoria, siendo la alimentacion la principal fuente de riesgo.

Aunque la presencia de hongos no implica siempre la produccién de micotoxinas, estas
pueden persistir incluso cuando los hongos ya no estan presentes. La forma mas efectiva de
evitar la contaminacion por aflatoxinas es aplicar medidas preventivas desde el cultivo; sin
embargo, controlar factores ambientales como la temperatura y la humedad es complicado en
la practica. Estos hongos suelen invadir tejidos que ya estan debilitados o en proceso de
deterioro, por lo que mantener el cultivo en buenas condiciones reduce el riesgo de que el
micelio se desarrolle y la contaminacién ocurra. Ademads, las buenas practicas agricolas
disminuyen la probabilidad de estrés severo, que puede llevar a la produccion elevada de

micotoxinas en algunos hongos (Nesic, Habschied, & Mastanjevic, 2021).

El método seleccionado para conservar una coleccion de cepas de hongos depende en
gran parte de los objetivos establecidos y de los recursos humanos y materiales disponibles. Es
importante limitar el nimero de resiembras para prevenir la contaminacion y el envejecimiento
natural de las cepas. Asimismo, una identificacion precisa de las cepas es fundamental, ya que

aporta un valor afiadido a la colecciéon(Mata y Salmones, 2022).

El uso de caracteristicas morfologicas es una herramienta clave para identificar hongos.
Las propiedades morfoldgicas y anatdmicas que presentan los hongos son fundamentales para
diferenciarlos entre si. Las caracteristicas mas comunes que se analizan incluyen la forma de
la colonia, el color de la superficie, la textura y la produccion de pigmentos. La efectividad de
este método cualitativo ha sido confirmada mediante técnicas moleculares, las cuales han
permitido comprender mejor la estructura, organizacion y funcion del genoma de los hongos

(Hernandez, Martinez, Pérez, Carrera, y Garcia, 2022).
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La combinacion de varias condiciones climaticas adversas durante una temporada
puede aumentar el riesgo de pudricion de las mazorcas y la contaminacion por micotoxinas. La
pudricién de mazorca de maiz mas frecuente es la causada por Penicillium que resulta de la
accion de diversas especies de Penicillium. Los sintomas se manifiestan como un moho
polvoriento de color azul verdoso que aparece entre los granos cerca de la punta de la mazorca

(Mundo Agropecuario, 2023).

1.1. Antecedentes Investigativos

Se han identificado varios cientos de micotoxinas, pero las mas comunes que
representan un problema para la salud humana y animal son las aflatoxinas, la ocratoxina A, la
patulina, las fumonisinas, la zearalenona, el nivalenol y el desoxinivalenol (DON). Estas
micotoxinas aparecen en la cadena alimentaria como resultado de la infeccion de los cultivos
por mohos, ya sea antes o después de la cosecha. La exposicion a las micotoxinas puede ocurrir
directamente al consumir alimentos contaminados o de forma indirecta a través de animales

que han ingerido alimento contaminado, especialmente a través de la leche (OMS, 2023).

No todos los hongos producen micotoxinas, por lo que un grano enmohecido no es
necesariamente toxico. Las micotoxinas pueden ser detectadas incluso en ausencia del hongo
productor, ya que este puede haber sido inactivado por procesos quimicos o alteraciones en las

condiciones ambientales (Anton & Lizaso, 2019).

Para obtener los hongos se coloca, con una pinza estéril, el material vegetal infectado
colocando sobre la superficie de una caja Petri que contiene agar papa dextrosa (PDA), y se
incuba a una temperatura de 25-28 °C. Para obtener cada aislado se procede a realizar el mismo
procedimiento, pero se reemplaza el material vegetal contaminado con una seccion de 2 x 2

mm de micelio cada hongo aislado (Herrera et al., 2022).

Después de ser aisladas, las cepas se analizan bajo el microscopio. La identificacion a
nivel de género se realiza en funcion de las caracteristicas morfologicas de sus colonias y de la
observacion de sus propiedades microscopicas, incluyendo los conidios, conidioforos y el
arreglo de los conidios, con base en las claves taxonomicas (De Jesus Romero Fernandez et

al., 2020).
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1.2. Categorias fundamentales

1.2.1. Macromorfologia del hongo

Colonias

Desde una perspectiva macroscopica, las colonias de Penicillium presentan una forma
circular u ovalada, crecen con rapidez y, en sus primeras etapas, son de color blanco. Segun la
especie y diversos factores, pueden adoptar tonos como verde, verde azulado, gris o rosado,
entre otros. Su borde es liso y no presenta fructificaciones, permitiendo ver el color del micelio,
que suele ser blanco; sin embargo, en algunas especies puede variar a amarillo, anaranjado,

purpura o marrén claro (Pérez et al., 2020).
Textura

El género Penicillium muestra diversidad en texturas y crecimiento, con colonias que
pueden ser superficiales, intermedias o profundas, y de densidad variable. Las formas
macroscopicas abarcan colonias planas, surcadas, plegadas o zonadas, estas Ultimas con
variaciones de color y textura por cambios de temperatura. Algunas especies presentan un
micelio suelto sobre el agar, ddndole textura algodonosa, mientras que otras crecen bajo la
superficie, con conidioforos de aspecto aterciopelado. Los conididforos a veces se agrupan en
fasciculos o funiculos, formando estructuras observables en ciertos medios. Varias especies
también producen gotas de exudado o pigmentos solubles, cuyo color y presencia ayudan a la

identificacion taxonomica (Pérez et al., 2020).

1.2.2. Micromorfologia del hongo

El género Penicillium se caracteriza por la presencia de conididforos simples, altos y
erguidos, que pueden ramificarse de forma simétrica o asimétrica, adoptando una apariencia
semejante a la de un pincel o brocha. (estructura denominada penicilo) (DELGADO ARCE y
PEREZ TARZA, 1997). Los conidioforos (o estipites) pueden ser individuales o agrupados y
presentan distintos tipos de ramificacion segun la especie: monoverticilado (fidlides en el
apice), divaricado (métulas a distintas alturas), biverticilado (fidlides y métulas), terverticilado
(con ramas adicionales), y cuadriverticilado (con ramillas). Estas estructuras hialinas tienen
superficies que pueden ser lisas, rugosas o tuberculadas, con conidiéforos de hasta 300 uym y

métulas entre 8 y 12 um (Pérez et al., 2020).
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Fidlides y conidios

Las fialides son estructuras conidiégenas donde se forman los conidios y pueden tener
forma de botella o ampuliforme, con un cuello conico y apices anchos, o bien ser aceradas, casi
cilindricas, con un collar conico y poros apicales diminutos; sus paredes son siempre lisas y
miden entre 7 y 12 um. Los conidios, organizados en largas y secas cadenas divergentes o en
columnas, son del tipo fialoconidios, producidos sucesivamente en direccidon basipeta. Estos
son unicelulares y de forma esférica, elipsoidal, cilindrica, fusiforme o piriforme, de color
verde, verde azulado, verde oliva o gris en masa, y presentan paredes lisas, rugosas, verrucosas

o espinosas, midiendo entre 2,5 y 4 um, segun la especie (Pérez et al., 2020).

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Establecer una coleccién de hongos con potencial micotoxigénico, a partir su aislamiento e

identificacion en Zea mays variedad maiz blanco harinoso tipo chazo.

1.3.2. Objetivos especificos
- Aislar hongos con potencial micotoxigénico en maiz blanco harinoso tipo chazo.
- Identificar el género de los hongos aislados con potencial micotoxigénico.

- Conservar los aislados fingicos obtenidos.
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CAPITULO I1
METODOLOGIA

2.1. Ubicacion del estudio

El estudio se realiz6 en la provincia de Tungurahua en el canton Cevallos en el
Laboratorio de Microbiologia Agricola y Ambiental de la Universidad Técnica de Ambato en

la Facultad de Ciencias Agropecuarias, Campus Querochaca.

2.2. Caracterizacion del lugar
El experimento se llevd a cabo en los laboratorios de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, en el sector de Querochaca. Este sector se encuentra ubicado a una altitud de
2868 msnm, en las coordenadas 01° 24' 27" S'y 78° 35' 00" W, es un area de clima frio, con
una temperatura promedio de 15 ° C, donde las lluvias son moderadamente frecuentes, Por lo
tanto, el trabajo de es aislar hongos que tengan el potencial para producir micotoxinas,

identificar su género y conservarlos. se realizo bajo condiciones control controladas.

2.3. Equipos y materiales
2.3.1. Equipos

- Balanza

- Céamara de flujo laminar
- Microscopio

- Incubadora

- Microondas

- Autoclave

2.3.2. Materiales
- Mazorcas de maiz contaminado
- Medio de cultivo PDA
- Cajas Petri
- Matraz
- Asas micolégicas
- Jeringa
- Antibidtico (gentamicina)

- Placas porta objeto
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- Agua destilada

- Pinzas

- Pipetas

- Hipoclorito de sodio
- Tubos Eppendorf

- Qlicerol

2.3.3. Material de oficinas
- Rotulador
- Céamara fotografica

- Cinta adhesiva

2.4. Manejo del Experimento

2.4.1. Obtencién de la muestra

La primera muestra de mazorcas de maiz se obtuvo con la ayuda del local comercial de
productos agropecuarios, GEMIAGRO, de la ciudad de Ambato. La segunda muestra de
mazorcas de maiz se obtuvo de la produccion de maiz de la familia Guano de Huambalo en el

canton Pelileo.

2.4.2. Esterilizar el area de trabajo
Se realizé la desinfeccion del area de trabajo y todo el material que se utilizo, con

alcohol etilico al 70%, pulverizandolo sobre la superficie.

2.4.3. Preparacion del medio PDA + antibidtico (gentamicina)

El agar nutritivo o medio PDA, es un medio de cultivo cominmente utilizado en el
aislamiento de tejidos de hongos. Para preparar el agar, se disuelve en agua destilada y se
calienta hasta su completa disolucion. Luego, se esteriliza en autoclave y se vierte en las cajas

de Petri de 90 mm de diametro.
Preparacion:

- Preparacién de Medio PDA:

Se prepararon 400 ml de Medio PDA para 20 cajas Petri las cuales se dispensaran con

20 ml del medio cada una.
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Entonces:

Siguiendo las especificaciones del fabricante, se debe usar 39 gr del medio para 1 litro.

Aplicamos una regla de tres:

39 gr ----- 1000 ml

X =15.6 gr de medio PDA que se pesaron en una balanza.

- Determinar la cantidad total de antibidtico necesaria:

La concentracion recomendada es 50 mg/L. Para una preparacion de 400 ml:

Cantidad necesaria = Concentracion deseada X Volumen

Cantidad necesaria = 50 mg/L x 0.4 L = 0.20 mg

Calcular el volumen de la solucion stock requerido:
La concentracion de la solucion stock es:

0 mg
2ml

Concentracion stock = = 80 mg/ml

Se utilizara la siguiente formula para determinar el volumen necesario de la solucion stock:

. cantidad necesaria 20mg
Volumen necesario = — = = 0.25ml
concentracion stock 80 mg/ml

Por lo tanto, se afiadieron 0.25 ml de antibidtico en la preparacion de medio 400 ml.

Procedimiento:
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1. Se pesaron 15.6 gramos de Medio en la balanza analitica y se colocaron en el frasco de
400 ml.

Se aford con agua destilada hasta los 400 ml.

Se mezclo hasta homogeneizar la solucion.

Se anadieron los 0.25 ml de disolucion de antibidtico.

Se autoclavo para su desinfeccion.

A O i

Se dispensaron 20 ml del medio en cada caja Petri antes de que se gelifique (lo
aconsejable es ayudarse con una probeta o si se tiene mas experiencia solamente una
fina capa que llene el fondo de la caja).

7. Se recubrieron, las cajas Petri selladas, con aluminio para llevar a conservar para su

posterior uso.

2.4.4. Siembra de granos de maiz en cajas Petri con PDA
La siembra del maiz es de manera directa, es decir, se siembran los granos directamente

en contacto con el medio que esta en las cajas Petri.
Desinfeccion de semillas:

Debimos preparar una solucion acuosa de hipoclorito de sodio (NaOCl), en una
concentracion de 2%, a partir del producto que tenemos el cual tiene una concentracion de 4%

de hipoclorito de sodio.

Para alcanzar una concentracion final dentro del rango de 2%, usamos la formula de la

dilucion:
C1xV1=C2xV2
Donde:
e CI1 =4% (concentracion inicial).
e (2 =2% (concentracion final deseada).
e VI =volumen de hipoclorito que necesitamos.

e V2 =volumen total de la solucién que vamos.

Vamos a preparar 100 ml de solucion al 2%
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4% X V1 = 2% x 100 mL

Despejando V1:

L _ 2%x100mL_200
- 4% Ty YT

Volumen de Agua

Ahora, calculamos el volumen de agua necesario:

Vagua =V2—-V1=100mL —50mL =50 mL

Procedimiento:

10.

Se midié 50 ml de hipoclorito al 4%.

Se agrego 50 ml de agua destilada.

Se mezclo bien la solucion.

Se sumergieron las semillas durante 1 minuto en la solucion al 2%.
Se lavaron con agua destilada las semillas durante 1 minuto.

Se dejaron secar sobre una toalla de papel absorbente para quitar el exceso de agua o

NaOCL.

Se colocaron las semillas de manera equidistante, 5 semillas por caja Petri.
Se sellaron las cajas con cinta Parafilm®.

Se rotulo6 cada caja con la fecha de siembra.

Se cubrid con papel aluminio para llevar a incubacion a 25 °C.

2.4.5. Incubacion

Las cajas Petri ya sembradas y rotuladas se llevaron a la incubadora donde estuvieron

durante 5 dias a 25 °C para el desarrollo de los hongos.

2.4.6. Aislamiento

Después de 5 dias en incubacion a 25 °C se procedi6 al aislamiento de los hongos que

se hayan desarrollado en las cajas Petri.
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Simplemente observamos las colonias que se hayan desarrollado para poder tomar una

porcidn del micelio y resembrar en agar fresco.

Se observo la forma y color de las colonias.

Con un asa micoldgica tomamos un pedazo del micelio y se colocod en una nueva caja
Petri.

Se sellaron las cajas Petri con los asilados.

Se rotularon las cajas con la fecha y un codigo para distinguir el aislado.

Se cubrieron con papel aluminio las cajas Petri, preferiblemente por separados los
aislados que sean diferentes, para llevar a incubacion.

Se incubo a 25 °C durante 5 dias.

De ser necesario luego del tiempo de incubacion se puede realizar un re-aislamiento

para purificar mas la muestra.

2.4.7. Identificacion

Luego del aislamiento se procedid a la identificacion del género de los hongos que

poseemos para lo cual seguimos con los siguientes pasos:

A e

10.
1.

Preparar el area de trabajo, esterilizar con alcohol y preparar los mecheros.
Desinfectar con alcohol placas porta objetos.

Colocar una gota de azul de lactofenol en la placa porta objetos.

Cortar un pedazo de cinta adhesiva de aproximadamente 2 cm.

Topar la parte del micelio sin aplicar mucha presion con el pedazo de cinta adhesiva.
Poner la cinta con la muestra del hongo sobre la gota del azul de lactofenol. Este paso
se puede realizar el nimero de veces que se desee realizar las observaciones (depende
del nimero de colonias de hongos que se pueda visualizar).

Enfocar en el microscopio a 4x.

Observar las estructuras del hongo (Conidioforo, Conidio, forma de septos, etc.) a 40x.
Tomar fotografias de las estructuras que sean visibles.

Se identificé el género del hongo con ayuda de claves taxonomicas.

Se rotulo las cajas Petri de donde se obtuvo la muestra para observacion con el nombre

del género de los hongos identificados.

22



2.4.8. Conservacion
Para la conservacion y establecimiento de la colecciéon de hongos con potencial
micotoxigénico se utilizé glicerol y un pedazo del micelio de los aislados, el cual se llevd a un

tubo Eppendorf de 1.5 ml.
Primero se prepar6 una dilucion de glicerol en proporciones de 3/1 v/v.

Para preparar una solucion de glicerol para 20 tubos Eppendorf de 1.5 ml, donde cada

tubo se dispenso6 con 1.0 ml de la solucion, se procedi6 con el siguiente calculo.
Calculo del volumen total
1. Volumen total necesario:
20 tubos x 1.0 ml/tubo =20 ml
Proporciones de glicerol y diluyente
Para una proporcion de 3:1 de glicerol a diluyente:
e Glicerol: de 20 ml=15ml
e Agua destilada: de 20 ml =5 ml
Preparacion
1. Medir los ingredientes:
Medir 15 ml de glicerol.
Medir 5 ml de agua destilada.
2. Mezclar:
Verter el glicerol en un recipiente graduado.

Anadir el agua destilada lentamente mientras se agita suavemente para asegurar

una mezcla uniforme.
3. Almacenamiento:

- Se dispenso la solucion con una micropipeta de 1000 ml en cada tubo de
Eppendorf.
- Se extrajo, con ayuda de un asa micoldgica, una porcion de micelio de los

aislados.
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- Con cuidado de no maltrata el micelio se colocé cada porcion los tubos con la
solucién de glicerol.
- Se rotuld cada tubo para posterior identificacion del contenido.

- Sellevo a almacenamiento a 4 °C los tubos con la muestra de micelio.

2.5. Variables Respuesta

Aislamiento:

1. Color de las colonias: color de las colonias formadas por el hongo en el medio de
cultivo. Los colores pueden ser clasificados en categorias (por ejemplo, blanco,
amarillo, verde, negro) o pueden ser descritos usando codigos de color especificos
(Pérez et al., 2020).

2. Forma de las colonias: forma general de las colonias, que puede ser redondeada,
irregular, filamentosa, entre otras. Se puede clasificar en categorias, por ejemplo,
circular, irregular, radial(Pérez et al., 2020).

3. Textura de las colonias: refiere a la superficie de las colonias, que puede ser lisa,

rugosa, granulosa o velutinosa (Pérez et al., 2020).
Identificacion:

1. Forma del conidioforo: forma de los conidioforos, que son las estructuras que
producen conidios, ademas de ser las estructuras con las cuales principalmente se
pueden identificar los géneros. Las formas pueden incluir caracteristicas como
rectos, curvados, ramificados, etc. (Pérez et al., 2020).

2. Forma de los conidios: morfologia de los conidios, que puede incluir formas como

esférica, cilindrica, ovalada o alargada (Pérez et al., 2020).
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Aislamiento de hongos con potencial micotoxigénico en maiz blanco

harinoso tipo chazo.

En la primera siembra de granos de maiz blanco harinoso tipo chazo, se lograron aislar
colonias fungicas que presentaron dos colores verde y blanco; y texturas algodonosa y
velutinosa (Figura I;Error! La autoreferencia al marcador no es valida.), indicando la
presencia de especies potencialmente diversas. También el color del reverso de las colonias se
pudo observar un color blanco-crema. No se observo presencia de transpiracion en las colonias.
Estos aislamientos fueron exitosamente transferidos y cultivados en medio PDA, donde su
crecimiento permitié su diferenciacion y rotulacion para procedimientos posteriores. En la
segunda siembra, aunque solo un aislamiento mostré crecimiento significativo, ya que se logrd
obtener solamente y de igual manera el mismo color verde y la misma textura velutinosa, se
corrobord la efectividad del protocolo para obtener hongos especificos bajo condiciones

controladas.

Figura 1: Anverso de uno de los aislados, de color verde y textura velutinosa.

3.2. Identificacion del género de los hongos aislados con potencial
micotoxigénico.

Debido a que solamente los hongos aislados de color verde presentaron los cuerpos

fructiferos, por eso el color verde en las colonias, estos aislados se clasificaron dentro del

25



género Penicillium sp. género el cual ha sido catalogado, segiin informes previos, como
potencial micotoxigénico debido a su capacidad de producir metabolitos secundarios

(micotoxinas).

Para la identificacion se recurri6 a la observacion microscépica de las estructuras de los
aislados (Figura 3), conjuntamente con las caracteristicas macroscopicas y en comparacion

con lo que dijeron Pérez et al. (2020) acerca de las estructuras observadas.

3.2.1. Macromorfologia

Se observaron colonias circulares, de color verde hasta el borde donde se vuelve blanco
y textura aterciopelada o velutinosa (Figura 2).

Tal como dijeron Pérez et al. (2020) que a nivel macroscopico las colonias de
Penicillium tienen forma circular u ovalada, al inicio presentan un color blanco, pero
dependiendo de la especie y otros factores, pueden adquirir tonalidades como verde, entre
otros. El borde es liso, carece de fructificaciones y generalmente presenta el micelio de color

blanco.

Figura 2: Aislados de Penicillium sp.

3.2.2. Micromorfologia
Pérez et al. (2020) mencionaron que el género Penicillium se caracteriza por formar
estructuras como ramas, métulas, fidlides y conidios, en una estructura ramificada semejante a

un pincel llamado penicilo.

Mediante el uso del microscopio se pudieron identificar las estructuras del conidi6foro

con forma de pincel ramificado, asi como lo mencionaron Pérez et al. (2020). Fialides: se pudo
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observar que las fidlides tienen forma ampuliforme o como de botella (Figura 3, a). Conidios:

se observaron largas cadenas de los conidios que presentaron forma esférica (Figura 3, b).
Se observaron estas estructuras tanto en los asilados de la primera siembra (Figura 3)
como los aislados de la segunda siembra (Figura 4).
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Figura 3: Observacion de Penicillium sp. a 40x en microscopio. A). Estructura en forma de pincel con sus ramificaciones. B).

Cadenas de conidios con forma esférica.

Figura 4: Observacion de Penicillium sp. en el aislado de la segunda siembra.

3.3. Conservacion de los aislados fingicos obtenidos

Paul ef al. (2015) indicaron que la preservacion de especies fungicas es crucial para su
aplicacion prolongada en la industria y en investigaciones cientificas. Se ha comprobado que,
al emplear diversas concentraciones de glicerol como conservante y almacenarlas a una
temperatura de 4 °C en refrigeracion, los hongos pueden mantenerse sin contaminarse durante

un periodo de 24 a 30 meses.

Por lo cual se recurrio al uso del glicerol como conservante para estos aislados fingicos
que se obtuvieron, los cuales luego de haber identificado se pudieron clasificar como potencial
micotoxigénico. Se llevo una pequena porcion del micelio a los tubos Eppendorf con solucion
de glicerol, los cuales se rotularon para marcar de que caja Petri se tomaron, para luego llevarlos

al congelador para su conservacion.
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Figura S: Micelio de los aislados de Penicillium puestos en tubos Eppendorf con solucion de glicerol al 33% para llevar a

conservacion.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Aislamiento exitoso de hongos con potencial micotoxigénico

Se logro aislar hongos a partir de granos de maiz blanco harinoso tipo chazo, obteniendo
colonias con caracteristicas macroscopicas distintivas en color y textura. La transferencia y
cultivo en medio PDA permitieron su desarrollo y diferenciacion, validando la efectividad del

protocolo aplicado.

Identificacion del género de los hongos aislados

Mediante el andlisis macroscopico y microscopico, se determind que los hongos de
color verde pertenecen al género Penicillium sp. La observacion de estructuras caracteristicas,
como conidiéforos ramificados en forma de pincel, fialides ampuliformes y conidios en

cadenas, permitio confirmar su clasificacion segliin referencias previas.

Conservacion eficiente de los aislados fungicos

Se implementd con éxito la conservacion de los hongos aislados utilizando glicerol
como medio de preservacion, lo que permitird mantener su viabilidad a largo plazo sin riesgo
de contaminacion. La obtencion y conservacion de estos hongos representa un paso importante
en la generacion de una coleccion de cepas con potencial micotoxigénico. Su estudio
contribuira a una mejor comprension de la presencia de estos organismos en cultivos de maiz

y sus implicaciones en la salud publica y la industria agroalimentaria.
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4.2. Recomendaciones

- Sesugiere llevar a cabo pruebas especificas para confirmar la capacidad micotoxigénica
de las cepas aisladas de Penicillium sp. Esto podria incluir la extraccién de metabolitos
secundarios y la evaluacion de su toxicidad en modelos celulares o en animales de
laboratorio.

- Considerar la inclusion de otros tipos de maiz y granos en futuros experimentos para
determinar si las especies de hongos identificadas tienen un comportamiento similar en
diferentes matrices alimenticias. Lo que podria ofrecer una visién mas amplia sobre la
contaminacion fungica y micotoxigénica.

- Aunque se logré el aislamiento exitoso de hongos, se recomienda optimizar los
protocolos utilizados, evaluando diferentes medios de cultivo, temperaturas y

condiciones de humedad para mejorar la diversidad y cantidad de aislados.
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