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RESUMEN GENERAL
El huitlacoche posee caracteristicas nutrimentales como altos niveles de fibra
dietaria, proteinas, aminodcidos, oligosacdridos, dcidos grasos esenciales,
vitaminas, minerales y compuestos fendlicos, lo que hace que pueda aportar
un beneficio importante a la nutricién. La amplia variabilidad patogénica en
cepas de Ustilago maydis permite la evaluacién en semillas de maiz hibridas y
criollas para la produccién de huitlacoche. La incidencia, severidad y el
rendimiento de huitlacoche se ve afectado por la variabilidad patogénica,
con esto se puede explicar la produccion de huitlacoche que pueden
generar estas variedades tanto de maiz como de cepas de U. maydis. Por lo
anterior, los objetivos de esta investigacién fueron, evaluar la producciéon
natural del huitlacoche, evaluar la capacidad patogénica de cepas de U.
maydis del Estado de Aguascalientes en maices hibridos y criollos para la
produccién de huitlacoche en condiciones controladas con el método de
inoculacion artificial y realizar la caracterizacion morfolégica y corroboracion
molecular de cepas aisladas de U. maydis. En la produccion natural del
Estado de Aguascalientes, la semilla criolla del Ejido Providencia en el
municipio de Aguascalientes presentd el mayor rendimiento con 90.554 kg ha-
. En la produccion artificial con el método de inoculacion artificial se
evaluaron dos cruzas de U. maydis del Estado de Aguascalientes y una cruza
testigo de U. maydis del Estado de México conftra seis variedades de semilla
hibrida y criolla. Las cepas del Estado Aguascalientes presentaron un
rendimiento de entfre 4.9 a 15.1 t ha'l, siendo una buena opcién para la
produccion de huitlacoche en condiciones controladas. De las cepas
aisladas de U. maydis, se realizd una caracterizacion morfoldgica
encontrandose el color marrén como color predominante, representando las
cepas obscuras las de menor produccion de huitlacoche. Sin embargo;
existen cepas llamadas killer que pueden inhibir o matar ofras cepas de U.
maydis, que al someterlas a la corroboracién molecular se encontrd una

variante en el tipo de bandas que aparecen en algunas cepas.
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ABSTRAC
Huitlacoche has nutritional characteristics as high levels of dietary fiber,
protein, amino acids, oligosaccharides, essential fatty acids, vitamins, minerals
and phenolic compounds, which makes it can bring significant benefit to
nutrition. The wide variability in pathogenic strains of Ustilago maydis allows
evaluation of hybrid seed corn and creole for the production of corn smut. The
incidence, strictness and vyield huitlacoche is affected by pathogenic
variability, this can be explained with production of corn smut that can
generate these varieties of both corn and strains of Ustilago maydis. Therefore,
the objectives of this research were to evaluate the natural production of corn
smut, evaluate the pathogenicity of strains of U. maydis state of
Aguascalientes in hybrid corns and creole for the production of corn smut
under conftrolled conditions in the method of inoculation artificial and perform
morphologic and molecular characterization corroboration of strains isolated
from U. maydis. In the natural production of the State of Aguascalientes, the
native seed of Ejido Providencia in the municipality of Aguascalientes he had
the highest performance with 90,554 kg ha-'. In the arfificial production
method of artificial inoculation U. maydis two crosses of the State of
Aguascalientes and a witness crosses U. maydis Mexico State against six
varieties of hybrid and native seed were evaluated. Aguascalientes State
strains showed a yield of between 4.9 to 15.1 t ha-!, be a good option for the
production of corn smut under controlled conditions. Strains isolated from U.
maydis, a morphological characterization finding the brown as predominant
color was made, representing the obscure strains the lower production of corn
smut. Nevertheless; biotypes killer calls that can inhibit or kill other strains of U.
maydis, which when subjected to the molecular corroboration a variant was

found in the type of banding in some strains.
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INTRODUCCION GENERAL

U. maydis es un hongo basidiomiceto que infecta a las plantas del maiz, al
hongo que crece en la mazorca se le llama “huitlacoche”. El huitlacoche es
un alimento con caracteristicas nutrimentales muy atractivas y sabor Unico
(Méndez-Mordn y Ruiz-Herrera, 2008; Kealey y Kosikowski, 1981; Paredes y
Valverde, 1999).

Las agallas que se forman en la mazorca son usadas en la preparacion de
diferentes platillos. Debido a su sabor Unico, el consumo de huitlacoche va en
aumento, ya que tfiene una gran demanda en Europad, Japdn y Estados
Unidos, principalmente. Es utilizado por chefs prestigiados en restaurantes
exclusivos, preparando sopas, cremas, omelettes, budines, mousse, relleno de
crepas, chiles poblanos, pechugas de pollo, ternera, escalopas de cerdo vy
fletes de pescado, y salsas para acompanar otros platillos (Ruiz-Herrera y

Martinez-Espinosa, 1998; Gonzdlez-Alamillo, 2010; Jiménez de Ledn, 2007).

En estudios previos se ha encontrado que el huitlacoche puede aportar un
beneficio importante a la salud, ya que disminuye el riesgo de confraer
cdncer de colon y la incidencia de enfermedades cronico degenerativas
(Beas ef al., 2011).

Se han realizo diversas investigaciones para la produccion de este hongo en
variedad de maices hibridos y criollos de diferentes partes de la Republica
Mexicana, sin embargo algunas cepas de U. maydis producen una proteina
letal que inhiben el crecimiento de ofras cepas del mismo hongo que se
encuentran cerca, esto se debe ala presencia de RNA viral de doble cadena.
La presencia de este virus en algunas cepas de U. maydis evita que se lleve a
cabo el apareamiento y se produzca la infeccidn del hongo (Puhalla, 1968;

Day y Anagnostakis, 1973; Wood y Bozarth en 1973).



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Ustilago maydis (D. Corda).

U. maydis es un hongo basidiomiceto patdégeno que en la naturaleza infecta
dos plantas, el maiz (Zea mays) y teozintle (Zea mays ssp. parviglumis), siendo
el agente etiolégico de la enfermedad llamada carbdén comuin o
“huitlacoche” (figura 1) (nombre Ndahuatl por el cual se conoce en México)

(Méndez-Mordn y Ruiz-Herrera, 2008).
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Figura 1. Huitlacoche en mazorca de maiz en campo (Dulce Janeth Aguayo Gonzdlez).

Dada la especificidad de huésped de U. maydis, el hongo es un pardsito que

evolucion6 a partir de un antecesor comun con ofros Ustilago spp. hasta
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adquirir la categoria de especie diferente, al convertirse en un patdégeno
especifico del teozinfle y el maiz (Ruiz, 2008). Existen diversos factores
ambientales que favorecen el desarrollo de este hongo como la temperatura,
humedad relativa y el material genético del maiz. Esta enfermedad se
presenta en casi todo el mundo donde se cultiva el maiz, pero con mds
frecuencia y mayores danos en climas templados y hUmedos (Reyes, 1990;
Pan et al., 2008). Este hongo propicia la formacién de grandes tumores o
agallas que se pueden desarrollar en las partes aéreas de la planta: espiga,
hoja, mazorca y tallo (Bolker, 2001). Posiblemente los estudios iniciales mds
serios sobre el ciclo de vida y la fisiologia de U. maydis fueron los realizados por
Christensen y Stakman en los anos 1930-1950, mismos que fueron recogidos
por Christensen (1963).

Pero es quizds el terreno de la genética donde U. maydis aportd sus mds
importante contribuciones iniciales como modelo ideal para la comprensiéon
de las bases moleculares de esta ciencia. Los primeros estudios serios que se
realizaron sobre la genética de U. maydis fue David Perkins, quien siendo
estudiante de la Universidad de Columbia en Nueva York, un dia de los anos
40 del siglo pasado, en que recorria la propiedad Rockefeller, pasd por un
sembrado de maiz, y le llamd la atencidén una mazorca infectada con U.
maydis. La recogid y la llevd a su laboratorio, donde realizdé un interesante
estudio genético, que involucrd el primer aislamiento de mutantes

bioquimicas del hongo (Perkins, 1949).

Sin embargo, fue Robin Holliday quien en Inglaterra y desde la mitad del siglo
pasado, realizd los estudios mds profundos de la genética de U. maydis,
establecid los modelos de recombinacion genética aceptados actualmente
y sentd las bases para convertir a este hongo en un modelo para el estudio
de aspectos bioldgicos bdsicos. Actualmente se considera que U. maydis es
el modelo fungico mds estudiado para el andlisis de la patogénesis en plantas
(Ruiz, 2008).
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U. maydis ha llegado a ser uno de los modelos mds importantes, interesante y
ampliamente usado para el estudio de ciertos aspectos fundamentales en
biologia, ya que este hongo es muy fdcil de cultivar e investigar en laboratorio
y en invernadero asi como la presencia de propiedades genéticas que lo
hacen un importante candidato para explicar el mecanismo molecular de los
hongos fitopatdgenos y se encuentra ampliaomente estudiado (Basse vy
Steinberg, 2004; Bolker, 2001). A través de este modelo se espera poder
explicar la interrelacién entre patdégenos y plantas, pues se asume que lo que
se aprenda de este hongo puede extrapolarse a ofras enfermedades

fungicas mas dificiles de estudiar (Kahmann, 2002).

Las caracteristicas que han hecho de un modelo atractivo para el estudio
genético molecular se pueden resumir de la siguiente manera: la existencia
de una fase haploide; la posibilidad de construir diploides en el laboratorio, lo
cual hace posible el llevar a cabo exdmenes de dominancia vy
complementacion; la transformacion con DNA exdgeno; su susceptibilidad a
gue un segmento gendmico sea remplazado con una copia mutada del gen
por recombinacion homdloga; la existencia de multiples marcadores de
seleccion para la manipulacion genética; la capacidad para completar su
ciclo de vida en plantas de maiz j6venes de fres semanas de edad o0 menos;
la posibilidad de analizar la transicion dimérfica (levadura a micelio) in vitro y
el hecho de que su genomio haya sido fotalmente secuenciado y sea
accesible (Ruiz, 2008).

1.1.1 Clasificacién taxonémica
Reino Fungi
Division  Basidiomycota
Close Basidiomycetes
Orden Ustilaginales
Familia Ustilaginaceae
Género Ustilago

Especie U. maydis
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Este hongo fue infroducido en Europa por los espanoles (probablemente en
forma accidental con maiz infectado), pero durante siglos se pensd que la
enfermedad era debida a una alteracion fisioldgica de la planta. En 1836
Unger identificé al huitlacoche como la infeccidn por un hongo al que llamd
Ustilago zeae; y en 1883-1895 Breffeld logrd la infeccion experimental del maiz
con esporas del hongo; hasta 1927 se conocid su ciclo de vida al descubrirse
su estado sexual. Su nombre fue oficiaimente cambiado a U. maydis (De
Candolle, Corda) por Stevenson y Johnson en los Estados Unidos (Christensen
1963).

Este hongo basiodiomiceto pertenece al grupo de los Ustilaginales. Los
Ustilaginales constituyen un importante grupo de hongos fitopatégenos con
mds de 50 géneros y 1200 especies, que infectan a mds de 4000 plantas
monocotieddéneas divididas en 75 familias en todo el mundo. Entre las
especies de Ustilaginales fitopatdégenos podemos citar a Ustilago hordei
(carbdn cubierto) y U. nuda (carbdn volador), U. nigra (carbdn volador negro)
(Ruiz, 2008).

1.1.2 Ciclo de vida

U. maydis no es un pardsito obligado, pero requiere de uno de sus dos
hospederos naturales para realizar su ciclo sexual. La infeccion es
generalmente local y no sistémica. Este hongo produce un micelio dicaridtico,
cuyas células se transforman en teliosporas negras, esféricas o elipsoidales que
presentan protuberancias prominentes y en forma de espina. Estas feliosporas
germinan produciendo un basidio de cuatro células (el promicelio), de cada
una de las cuales se desarrolla una basidiospora hialina, ovalada
uninucleada. La fase de patogénesis se inicia con el apareamiento de dos
células que compartan loci de apareamiento (sexuales) compatibles. Las
basidiosporas germinan sobre |a superficie del hospedante y producen una
hifa fina, la cual se introduce en las células epidérmicas por penetracion
directa, la hifa resultante aumenta su didmetro y se vuelve diacrotica. Esta

hifa se desarrolla en los tejidos de la planta principalmente a nivel intracelular.
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Las células que rodean a la hifa son estimuladas para que sufran hipertrofia e
hiperplasia y comienzan a formarse las agallas. Las hifas adquieren formas
iregulares y se fragmentan, cubriéndose finalmente con una pared gruesa
equinulada y pigmentada. Durante una fase de este proceso ocurre la
citocinesis con la formacién del estado diploide del hongo. Las esporas
maduras (teliosporas) son liberadas cuando las agallas se secan y se abren.
Las teliosporas constituyen el estado diploide del hongo. Las teliosporas
germinan rdpidamente en un medio nutritivo e incluso en agua, la presencia
de disacdridos favorece el proceso. La formacién de la teliospora se inicia con
la formacion de un tubo germinativo denominado promicelio, el nicleo de la
espora migra hacia el promicelio y en este punto ocurre la meiosis para formar
cuatro basidiosporas en forma acropétala las cuales geman para reiniciar el
ciclo de vida (figura 2) (Agrios, 2006; Ruiz, 2008; Valverde et al., 1995).

Las basidiosporas infectan : ..
a las plantas jévenes 0 a "4«
los tefldes en crecimiento |
" de las plantas adultas

El micelio dicariétice
infecta las zemillas a
fravés de la seda

Las semillas
infectadas se
alargan y forman
agallas

-
Agallas sobre .~ 3

la hola ﬂ& 4

@
A /
RG
:i:;:ninuiﬂn%
teliospora 4 -
O

Las teliosporas %
. 3 N —
invernan sobre .

el suelo

Las células dicaridticas del
micelio se transforman en
teliosporas dentro de la
agalla

Apgallas llenas
de teliosporas

Figura 2. Ciclo patolégico del carbén del maiz producido por Ustilago maydis (Agrios, 2006).
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1.1.3 Apareamiento

El apareamiento es de tipo tetrapolar y es controlado por dos loci llamados a
y b, el primero con dos alelos y el segundo con multiples alelos (Rowell 1955a,
1955b, Holliday 1974). Solamente la unidn de células haploides con diferentes
loci ay b dalugar a la forma patogénica del hongo. Se ha demostrado que
el locus a gobierna el apareamiento y la fusién celular (Trueheart y Herskowitz
1992), y que solamente las células que poseen diferentes alelos a pueden
fusionarse. La compatibilidad del locus b controla el crecimiento flamentoso
y la patogenicidad de U. maydis, independientemente del locus a. Varios
alelos del locus b han sido clonados y secuenciados, demostrdndose que
cada uno de ellos confiene dos ORF separados que codifican dos
polipéptidos de 410 y 626 aminodcidos respectivamente (bE y bW). Ambos
polipéptidos contienen una regién de homeodominio en la parte central, con
dominios variables separados, asi como una regidn constante con una
homologia del 90% entre los diferentes alelos analizados. La funcionalidad del
locus b depende de que las células que se aparean posean diferentes alelos
b. Las proteinas bE y bW pertenecientes a diferentes alelos se asocian para
dar lugar a un heterodimero que actia como un factor de tfranscripcion
especifico para la sintesis de factores que intervienen en el proceso

patogénico (Yee y Kronstad 1998).

1.1.4 Cepas Killer de U. maydis

Algunas cepas de U. maydis producen una proteina letal que inhiben el
crecimiento de ofras cepas del mismo hongo que se encuentran cerca. La
inhibicion es causada por una sustancia que se difunde fuera de las células
en el medio circundante. Las cepas que producen esta sustancia inhibidora
se llaman cepas P1;1as que no lo hacen son cepas P2. Las cepas P2 se pueden
dividir en dos tipos, cepas P2S (sensibles al inhibidor) y cepas P2r (no se ve
afectada por el inhibidor). Las cepas P1 llevan ambas determinantes, asesina
e inmunidad. Estos determinantes se transmiten a cepas sensibles P2 en la
formacion heterocaridon. La inmunidad al inhibidor también se fransmite como

un cardcter citoplasmdatica (cepas inmunes a P1 llamadas P3) que puede ser
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heredado por separado de la funcién inhibidora o asesino (Puhalla, 1968; Day

y Anagnostakis, 1973).

También se descubrieron ofras dos cepas de U. maydis con capacidad
inhibitoria, llamadas P4 y P6. Aunque algunas cepas inhiben el crecimiento de
células sensibles mientras que ofras matan a las células sensibles, a las que se
les llama cepas asesinas inhibitorias. Las cepas asesinas P4 y P6 pueden matar
a cepas Pl y P3 (donde P3 denota la inmunidad citopldsmicamente
determinado vy la especificidad del asesino en cuestion) (Puhalla (inédito)

citado por Koltin y Day, 1976).

1.1.5 Determinacién de RNA de virus en cepas de U. maydis.

Wood y Bozarth en 1973, detectaron particulas similares a virus (VLPs) en cepas
P1y P3. Cepas P2S examinadas también contenian VLPs. Se encontré que en
las VLPs contenian ARN de doble cadena (dsRNA). La excrecién de la toxina
asesina estda relacionado con la presencia de ARN de doble cadena (dsRNA)
particulas similares a virus (VLPs). Cepas sin VLPs son sensibles, a menos que

contengan un gen nuclear para la resistencia.

1.2 HUITLACOCHE

El huitlacoche es un alimento con caracteristicas nutrimentales muy atractivas
y sabor Unico que se produce en plantas de maiz por la infeccién del hongo
U. maydis. Las agallas formadas en la mazorca del maiz son llamadas
comuUnmente huitlacoche o “cuitlacoche”, palabra d origen azteca que
traducida al espanol significa suciedad o cuervo (Kealey y Kosikowski, 1981;

Paredesy Valverde, 1999).

En México, desde el periodo precolombino las agallas que se forman en la
mazorca son usadas en la preparacion de diferentes platillos (Ruiz-Herrera y
Martinez-Espinosa, 1998). El gusto por su sabor tan peculiar que le ha valido el

nombre de “frufa americana” le ha abierto las puertas en la gastronomia
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(Ruiz, 2008). Debido a su sabor Unico, el consumo de huitlacoche va en
aumento, ya que fiene una gran demanda en Europa, Japdn y Estados
Unidos, principalmente. Es utilizado por chefs prestigiados en restaurantes
exclusivos, preparando sopas, cremas, omelettes, budines, mousse, relleno de
crepas, chiles poblanos, pechugas de pollo, ternera, escalopas de cerdo y
filetes de pescado, y salsas para acompanar ofros platillos. Por ello se le ha
reconocido como exquisitez culinaria en diversos periddicos y revistas como
“Le Monde™”, “New York Magazine”, “Country Living”, “Bon Appétit”, “Vogue”,
“The Egyptian Gazette”, y ofras (Gonzdlez-Alamillo, 2010; Jiménez de Ledn,
2007).

1.2.1 Valor nutricional

En estudios previos se ha encontrado que los altos niveles de oligosacdridos
de la familia de la rafinosa y fibra dietaria sugieren que el huitlacoche puede
aportar un beneficio importante a la salud, ya que dichos componentes han
demostrado estar directamente involucrados en disminuir el riesgo de
contraer cdncer de colon; las concentraciones elevadas de compuestos
fendlicos que se encontfraron tanto en las muestras colectadas como
generadas estdn directamente relacionadas con la actividad antioxidante
que presentd el hongo; esto indica que el huitflacoche puede considerarse
dentro del grupo de los nufracéuticos, ademds de que puede aportar un
efecto farmacéutico pues dichos componentes bioactivos estdn
relacionados con la disminucion de la incidencia de enfermedades crénico

degenerativas (Beas et al., 2011).

Este hongo tiene bajo contenido de sodio, grasa y colesterol pero presentan
proteinas (10-25 %) con niveles sobresalientes de lisina y aminodcidos, fibra (10-
30%), acidos grasos como linoleico y metionina, por lo que son considerados
de calidad intermedia enfre proteinas vegetales y animales. Seguido por
leucina, glicina y dcido aspdrtico (colectivamente representan el 29.97 % del
total de aminodcidos en la muestra). También presentan minerales (calcio,

nitrégeno y fésforo) y vitaminas (riboflavina, niacina, biotina y dcido félico), y
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se les considera un buen suplemento alimentario, especialmente para las
personas vegetarianas (Kealey y Kosikowski, 1981, Valverde ef al., 1993;

Vanegas et al., 1995; Paredes y Valverde, 1999; LizGrraga y Lopez, 1997).

El contenido de hidratos de carbono vy fibra es de 53 a 66.5 %y 7.5 a 26.6 %,
respectivamente, mientras que el de grasas es de 1.0 a 6.5 %, contiene
aminodcidos esenciales como la lisina, glicina, valina, leucina, y &cido
glutdmico, asi como otros catorce aminodcidos comunes, y otros no comunes
como el dcido y-aminobutirico, ornitina y el dcido tricotémico. Su contenido
de dacidos grasos es elevado, siendo los predominantes el palmitico, el oleico
y linoleico (Gunasekaran et al., 1972; Lizarraga-Guerra y Lopez, 1997; Valverde
et al., 1995; Venegas et al., 1995).

También contiene monosacdridos, siendo los mds abundantes la glucosa, la
fructosa, el glicerol, el sorbitol, y el manitol (Lizarraga-Guerra y Lopez, 1998).
Ademds contiene cantidades considerables de polifenoles, B-glucanos,
azucares libres y compuestos antioxidantes tales como lacasas y tirosinasas,
las cuales tienen efectos antioxidantes sobre p-hidroxifenoles in vifro (Desentis-
Mendoza et al., 2006) y que lo hacen un alimento nutrazcéutico. Asi mismo
contiene niveles adecuados de vitaminas (tiamina, biotina, riboflavina,
niacina, acido foélico y acido ascoérbico) y minerales como calcio, nitrébgeno,
fosforo (Paredes y Valverde, 2006; Castro-Espinoza y Ruiz-Herndndez, 2003), y
oligoelementos como el cromo, cobre, hierro, maganeso, niquel y plomo
(Serafin et al., 2005).

Pimentel-Gonzdlez et al. (2011), estudiaron la influencia de la variedad de
maiz usado como sustrato en las caracteristicas fisicoquimicas del hongo
Huitlacoche (U. maydis). Utilizaron tres variedades de maiz: Bengala, Tigre y
QMP. Las variedades de maiz fueron producidas bajo las mismas condiciones
y fueron caracterizados quimicamente: almidén, proteinag, lisina vy triptéfano.
Se inocularon artificialmente Ias diferentes variedades de maiz con el hongo

U. maydis. Se recolectd el huitlacoche a los 28 dias y se le determind: <Brix,
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acidez titulable, vitamina C, pH, clorofila, azucares, luminosidad, dngulo de
tono, pureza de color, proteina, lisina, triptéfano e indice de calidad. Los
resultados mostraron que las fres variedades de maiz tuvieron diferencias
significativas  (P<0.05) en almidén, lisina y friptéfano. En el huitlacoche
producido en diferentes variedades de maiz se observaron diferencias
significativas (p<0.05) en <Brix, acidez titulable, vitamina C, clorofila, azucares
totales, proteina, pureza de color, lisina, triptéfano e indice de calidad. Los
resultados sugieren que la variedad de maiz tiene influencia en las
caracteristicas fisicoquimicas de U. maydis, encontrando mayor indice de

calidad cuando es inoculado en la variedad de maiz QPM.

1.2.2 Importancia econémica

El huitlacoche que se consume y se comercializa es recolectado en campos
de maiz donde se presenta en infecciones naturales (Ruiz, 1999). El hecho de
que el huitlacoche debe ser cosechado a mano significa que el costo de la
produccién de maiz dulce probablemente refleja con mds precisién el costo
de la produccion de huitlacoche. Los costos adicionales no incluidos en el
estdndar de produccidn de maiz dulce incluiian el costo de
desespigamiento, mantenimiento y preparacion de indculos y la inoculacion
(Tracy et al., 2007). En algunas regiones de Estados Unidos, el huitlacoche se

vende congelado hasta en 40 ddlares por kg principalmente a restaurantes.

El huilacoche se ha considerado como un cultivo alternativo debido al
incremento de su popularidad como alimento pues es consumido y vendido
enlatado por algunas empresas de alimentos ya que esto representa
importantes ingresos econdmicos. A nivel nacional su produccion se limita a
la region cenfral de México donde se comercializan de 400 a 500 toneladas
por ano (Vilanueva, 1997; Pataky, 1991). En México, el precio por kilogramo
de huitlacoche varia en torno a $15, en la época de produccion natural de
julio y agosto; y entre $60 y $120, fuera de dichos meses; aunque de manera
exfraordinaria ha llegado a valer hasta $380.00 el kilogramo en el mes de abril,

esto supera a la produccion de forraje verde. Existe una demanda creciente
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para los mercados de U.S.A, Unidn Europea y Japdn, llegando a alcanzar
precios superiores alos 20 USD$/kg como producto congelado, aunque como
producto fresco se comercializa en 11.16 USD$/Kg y 3.5 USD$/mazorca
(Venegas et al., 1995; Villanueva, 1997; Martinez et al., 2000; Salazar et al.,
2013).

1.2.3 Evaluacion de semillas de maiz para la produccion de huitlacoche
mediante inoculacién artificial

Valdez et al. (2009), observaron un cierto efecto del material genético de maiz
utilizado sobre la cobertura de la mazorca y el rendimiento del huitlacoche.
La evaluacién de genotipos de maiz para fines de produccion de
huitlacoche, permite conocer su nivel de susceptibilidad genética (Pan et al.,
2008).

La infeccién natural algunas veces no es muy confiable, ya que la aparicion
el hongo en el maiz depende de las condiciones ambientales que conducen
a la infeccion del carbdén y a la asociacion entre la etapa en el desarrollo del
hospedero durante el periodo de infeccion y el tejido de la planta en el cual
se forman las agallas. Un método eficiente de inoculacion es mas real para
poder hacer evaluaciones de la resistencia del maiz al carbén comun
(Pataky, 1991).

El patosistema maiz-huitlacoche ha coevolucionado desde la época
prehispdnica hasta mantenerse, en la actuadlidad, en coexistencia
equilibrada. Debido a la importancia econdmica que el hongo ha adquirido
y al desarrollo de técnicas para la induccion artificial de éste, es necesario
conocer las relaciones entre la variacion del patdégeno, del hospedante y de
las condiciones ambientales en que ambas prosperan. Se han evaluado la
respuesta del porcentaje de severidad e incidencia y rendimiento del hongo
por planta en familias de maiz de medios hermanos maternos combinadas
con aislados de U. maydis. Las diferencias resultantes dificultan recomendar

una combinaciéon especifica familia y aislado. Se han observado diferencias
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entre familias y entre aislados, la estimacién de los componentes de varianza
indicaron que la significancia es atribuida a las interacciones. En
consecuencia de la alta interaccion genotipo-ambiente, las familias y
aislados presentaron comportamientos diferentes de un ambiente a ofro, lo
que dificulta recomendar una combinacion especifica de familia-aislado
(Martinez-Martinez et al., 2005).

Martinez-Espinoza et al. (1997), evaluaron 100 adislamientos del hongo en un
hibrido experimental, seleccionando 12 de ellos por su vigor, presentando en
promedio 190g del hongo por planta infectada, y 135.24g por planta
inoculada (8.11 t ha!, 60 000 plantas ha''), indice de severidad de 36.82 y una
incidencia de 70.64%. En 1998 de las 300 familias evaluadas por inoculacion
con la mezcla de los 12 aislamientos seleccionados de 1997, se eligieron 16
familias susceptibles, que presentaron en promedio 154.97 g del hongo por
planta infectada y 112.88 g por planta inoculada (6.67 t ha''), 76.67 % de
incidencia y 34.82 de indice de severidad; asi como 14 familias resistentes (O

% de incidencia) al ataque del hongo.

Diversas investigaciones han permitido la produccién exitosa del huitlacoche,
y se ha enconfrado que la técnica de inoculaciéon por inyecciéon produce
excelentes rendimientos y buena calidad del hongo (Valdez et al., 2009), el
inoculo debe obtenerse en un proceso controlado. La inoculacién por el
canal de los estilos cuando tienen una longitud enfre 5y 10 cm y cuando no
han sido polinizados los granos de maiz es la mejor manera de obtener
huitlacoche de buena calidad y es el mejor método para obtener

huitlacoche a gran escala (Tracy et al., 2007).

Du Toit y Pataky (1999), evaluaron el efecto de la concentracion de inéculo
en el desarrollo de las agallas encontrdndose que el mdximo desarrollo de
agallas ocurre a concentraciones de inoculo de entre 105y 10¢ esporas/ml. En
ofro estudio Ulloa (2002) menciona que el tiempo 6ptimo para la inoculacion

del hongo es antes de la fecundacion del maiz hasta el inicio de la
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fecundacion. Se utilizd una concentracion de 2.5 x 104 esporas/ml y la
inoculacion se realizé con jeringas hipodérmicas inoculando 1 ml a cadajilote.
El mejor sitio en la mazorca donde se presenta mayor porcentaje de infeccion

es en el centro de la mazorca al inicio de la fecundacion (Ruizy Castro, 2001).

Con la técnica de inoculacién y utilizando maices criollos, se han obtenido
rendimientos de hasta 15 t ha'!, para el caso de los maices hibridos el
rendimiento rebasa las 7 t ha'! bajo condiciones contfroladas (Valdez et al.,
2009; Madrigal et al., 2010; Salazar et al., 2013).

Madrigal et al. (2010), evaluaron cuafro hibridos en una densidad de
poblacién de 62,500 plantas ha' y siete hibridos con una densidad de
poblacién de 166,666 plantas ha . Los hibridos se inocularon con su respectivo
aislado del hongo, previamente obtenido de cada hibrido. El mejor hibrido
fue el 30G40, con una produccidon en invernadero de 1,649.2 kg ha'l
(densidad: 62,500 plantas ha'l), 7,923.30 kg ha' (166,666 plantas ha') y
4,786.20 (combinado); derivada de sus porcentajes de incidencia de 23.67,
5241 y 38.04 % y de sus indices de severidad 11.08, 52.48 y 49.85,
respectivamente. En el andlisis combinado, el rendimiento de huitlacoche fue
mayor en 166,666 plantas ha' de maiz (3,592.10 kg ha'') que en 62,500 plantas
ha' (260.2 kg ha''), aungue el rendimiento de hongo por planta inoculada fue
igual en ambas densidades (0.02 kg planta’) del hibrido 30G40.

Salazar et al. (2013), reportaron que el hibrido Oso fue el mas susceptible con
3.08 de IS (indice de severidad), 133.39 GMI (gramos por mazorca infectada)
y 14.402 t ha', el Cobra presentd el mayor Pl (Porcentaje de incidencia) con
85.83%. De los materiales criollos el que presentd mayor susceptibilidad fue el
B6 conun Pl de 66.72%, un IS de 1.23 y 8.522 t ha'! de huitlacoche. Los maices
criollos que presentaron mayor susceptibilidad a U. maydis fueron el Bé y B3

de laraza Ancho y el B5 de la raza Cacahuacintle fue el mdas resistente.
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1.2.4 Evaluacion de cepas de Ustilago maydis en semillas de maiz

Cota (2003), evalud cepas locales de U. maydis para la producciéon masiva
del huitlacoche, los experimentos se llevaron a cabo en los laboratorios de la
Direccién de Recursos Naturales del ITSON de Cd. Obregon y en los terrenos
del campo experimental ITSON ubicados en la manzana 204 del Valle del
Yaqui. Se evaluaron seis cruzas (As-Ag, As-A1s, As-Ars, As-Ag, Az-Aio) y dos cepas
individuales (solopatogénicas) (As y Aw) de U. maydis, estas cepas las
seleccionaron de un trabajo previo. Este material fue asilado de muestras de
diferentes puntos de Valle del Yaqui donde se presentaron infecciones
naturales. La semilla de maiz utilizada fue A-7573. Se determiné el porcentaje
de plantas con infeccidon, el grado de cubrimiento de mazorcas con
huitlacoche, el rendimiento de huitlacoche limpio y el indice de severidad de
la infeccion. La cruza AsAio ya que presentd los resultados mds altos en
porcentaje de infeccién (56.47%), mazorca con cubrimiento de huitlacoche
(51-100%), rendimiento de huitlacoche limpio (2,070 kg ha') e indice de

severidad de la infeccion (70.48).

1.3 MAIz

El maiz es el cultivo mds importante para los mexicanos. Nuestra cultura
florecié gracias al aporte que ha hecho este cultivo en los aspectos sociales,
econdmico, cultural, y principalmente alimentario. En México se identifican
dos formas contrastantes de produccién de maiz: de riego y temporal. En la
produccion de maiz mediante riego, se pretende alcanzar los maximos
rendimientos a fravés de insumos externo las que pueden ser semilas
mejoradas, fertilizantes, quimicos, maquinaria, etc. La produccién de maiz de
temporal se fundamenta en aspectos culturales-tradicionales y se caracteriza
por la siembra de semilla criolla en la mayoria de los casos, y con poca o

ninguna incorporacion de energia externa al sistema (Aguirre y Garcia, 2012).
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1.3.1 Taxonomia

Reino Plantae
Orden Poales
Familia Poaceae

Subfamilias Panicoideae
Género Zae

Especie Z. mays

1.3.2 Ciclo de vida

La planta de maiz es uno de los pocos en el reino de las plantas en el que el
macho y la hembra se encuentran en diferentes partes de |la planta. La borla
masculina aparece en la parte superior de la planta, y produce un 2-5 millén
polen asombrosa granos-hasta 20 millones en una gran borla. Estos granos de
polen a la deriva hacia el aire hasta que hagan contacto con un estilo, o de
la seda de la parte femenina de otra planta de maiz. En la misma planta, unos
dias mds tarde, aparece la inflorescencia femenina, en algun lugar en medio
de la madre. Esta parte femenina se compone de hasta 1,000 évulos, que
pueden ser fecundados por el polen cuando se pone en contacto de la pizca
de la seda. Normalmente sélo una o dos mazorcas se desarrollan por planta,
aunque algunas variedades muy prolificas, normalmente hibridas, pueden

producir varias mazorcas (Winch, 2006).

1.3.3 Condiciones ambientales

El maiz se adapta a una amplia gama de ambientes agroecologicos, pero es
esencialmente un cultivo de clima cdlido, se cultiva en las regiones tropicales
y subtropicales. El maiz requiere una temperatura media diaria de al menos
20°C para el crecimiento y desarrollo adecuado, y las temperaturas diurnas
cdlidas de 25-30°C y noches frescas para crecimiento y desarrollo éptimo. Las
temperaturas superiores a 35°C reducen los rendimientos; temperaturas por
debagjo de 8°C vy superiores a 40°C son exiremadamente perjudiciales,
provocando el cese del crecimiento. El estrés de alta temperatura impone

impacto adverso en el crecimiento (Lim, 2013).

24



Universidad Futsnoma do %ua&cﬂfientes
Gentro do Giencias ;@rono’micas C}]JZZI{ Jo I .%w Thcrdeo

1.3.4 Importancia econémica

El maiz es uno de los tres principales cereales en el mundo, junto con el arroz
y el frigo. Alrededor de la mitad de la cosecha mundial se produce en
América del Norte; China es el segundo mayor productor, después de Brasil,
México y Argentina (Winch, 2006). En E.U.A una cosecha de maiz puede
producir aproximadamente $7,400 pesos/ha, mientras que el maiz dulce
aproximadamente $44,436 pesos/ha. El aumento del costo para el maiz dulce
incluye los costos de los insecticidas, los fungicidas y los asociados con la

cosechay post cosecha (Tracy et al., 2007).

1.3.5 Produccion nacional y local

En los Ultimos 50 anos las actividades humanas han modificado los
ecosistemas con mayor rapidez y amplitud que en cualquier otro periodo
equivalente en la historia; esto se debe en gran medida a su necesidad de
safisfacer la demanda de alimentos, agua dulce, madera, fibras vy
combustibles (INEGI, 2008).

En la region Norte-Centro de México (Aguascalientes, Durango y Zacatecas),
las siembras de maiz de tfemporal constituyen una actividad importante en la
agricultura social, donde el maiz es destinado para autoconsumo. En los ciclos
agricolas 2005 y 2006 se sembraron mds de medio millén de hectdareas
(555,822), de las cuales por efectos de sequia fueron siniestrados el 33% (210,
727), con una produccion de 325, 474 t ha' y un rendimiento promedio de 822
kg ha'. Estos bajos rendimientos fueron debidos principalmente a la erratfica
precipitacion a suelos delgados infértiles y a la utilizacion de variedades
nativas de ciclo precoz (INIFAP-CONABIO, 2010).

En el estado de Aguascalientes los usos del suelo son variados, entre los que
sobresalen la agricultura y la ganaderia. El 43% de la superficie del Estado (243
402 ha) se dedica a la agricultura; de este porcentaje, 21% corresponde a la
agricultura de temporal y 22%, a la agricultura de riego (figura 3). La

agricultura de riego se desarrolla principalmente en el “corredor” que abarca
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de la ciudad de Aguascalientes hacia el norte, hasta llegar a los limites con el
estado de Zacatecas, mientras que la agricultura de temporal se practica en
terrenos de menor apftitud y que carecen de infraestructura para riego,
principalmente en los municipios de El Liano, Asientos y Tepezald. En las zonas
de temporal las prdcticas agricolas estédn enfocadas, por lo general, al
autoconsumo de granos bdsicos (maiz, frijol y algunas hortalizas), asi como a

la venta local (elote, frijol, entre otros) (INEGI, 2008).
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Figura 3. Uso del suelo en Aguascalientes (INEGI, 2008).

El cultivo de maiz es base de las explotaciones lecheras en el Estado de
Aguascalientes, durante el ciclo 2007 se tienen sembradas 72 mil hectdreas,
de las cuales 55% estan destinadas a la producciéon de grano y el 45% para
forraje, sobresale el municipio de El Liano, tanto para la produccion de grano
como de forraje, ademds el municipio de Aguascalientes para la produccion
de forraje (INIFAP-CONABIO, 2010).
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1.3.6 Genotipo de maiz

El hombre ha seleccionado durante miles de anos (maiz y ofros cultivos), los
mds adecuados para crecer en el drea en particular donde se cultivaban. Sin
embargo, las variedades de produccion local tienen un recurso genético
limitado y al infroducir variedades, con anos de esfuerzo de fitomejoramiento

internacional, pueden muchas veces crecer aun mejor (Winch, 2006).

Las variedades nativas de maiz criollo predominantes son las que proceden
de las razas Coénico Norteno y Bolita que tienen como caracteristica su
precocidad y tolerancia a sequia, algunas variedades son maiz Bonito,
Temporalero, Olote Colorado, Catarineno, Cacareno, Mexicano de Junio y
en la regién semidesértica con auxilio de riego se producia maiz Tayahui,
Argentino. La disponibilidad de variedades criollas en la regidon semidrida de
la regidon norte centro de México, se ha reducido en algunos casos y en
sifuaciones extremas se ha perdido el germoplasma, debido a la alta
siniestralidad por la sequia que prevalecid durante la Ultima década, asi como
a la politica agropecuaria de reconversidon de cultivos para sustituir al maiz por
sorgo o pastos. En el estado de Aguascalientes |as variedades criollas que se
ufilizan para la produccion de grano y forraje de temporal tienen

germoplasma de la raza Conico Norteno y Pepifilla (INIFAP-CONABIO, 2010).

1.3.7 Nutricion

La composicidon quimica del grano de maiz se ve afectada por el genotipo,
medioambiente y condiciones de siembra. En promedio, el contenido de
proteina es de 10 % y mas de 60 % son prolaminas y se conocen como zeinas.
Presentan muy bajo contenido de aminodcidos esenciales, como lising,
triptofano e isoleucina, lo que provoca que el valor bioldgico de la proteina
sed bajo y de pobre calidad nutricional. Esto motivd a los fitomejoradores a
obtener nuevos materiales con mejor mensaje nufricional (Paredes vy
Valverde, 2006).

27



Universidad Futsnoma do %aa&cﬂfientes
Gentro do Giencias ;@rono’micas C}/ﬂ?‘u Jo I .%co Thcrdeo

En términos de nutricién, el grano de maiz es principalmente Ut como una
fuente de hidratos de carbono y energia 100 g de maiz en grano entero,
contiene en promedio 362 calorias, 71 g de carbohidratos y 4,5% de grasa

(Winch, 2006).
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1.5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El huitlacoche es considerado una delicadeza culinaria en algunas regiones
de México, Estados Unidos y Europa; y el consumo actual se estd
incrementando notablemente. La disponibilidad de este hongo no estd
asegurada a lo largo del ano, ya que la produccion ocurre mediante
fendmenos naturales que tienen lugar al azar; lo que se asocia a una calidad
variable y fuera de conftrol. La evaluacién de genotipos de maiz para fines de
produccidén de huitlacoche, permite conocer el nivel de susceptibilidad
genética y con esto elegir la semilla mds apta para la produccién intensiva

del hongo.

Actualmente se han realizado investigaciones como ensayos experimentales
enfocadas en la produccién masiva del huitlacoche en diferentes partes de
la Republica Mexicana; como Sonora, Estado de México y Guanajuato, sin
embargo no existen trabajos en el pais sobre la estimacion de la produccion
natural, asi como un estudio previo sobre la susceptibilidad de la semilla para

la infeccion del hongo de forma natural.

En Aguascalientes no existen frabajos referentes con la produccion de
huitlacoche, suscepftibiidad de las semillas utilizadas y pruebas de
patogenicidad de cepas de U. maydis presentes en el Estado. Es de suma
importancia la evaluacion de semillas criollas que existen en los diferentes
municipio, asi como la evaluacion de cepas en pruebas de patogenicidad y
corroboracion molecular para determinar la presencia de ARN viral y conocer
la existencia de cepas asesinas, para poder explicar de manera global la
incidencia de la enfermedad de manera natural y elegir cepas efectivas para

la produccién masiva del hongo dentro del Estado.

29



Universidad Futsnoma do %ua&cﬂfientes
Gentro do Giencias ;@rono’micas C}]JZZI{ Jo I .%w Thcrdeo

1.6 HIPOTESIS

Las combinaciones de cepas de Ustilago maydis y genotipos de maiz influyen

en los componentes del rendimiento de huitlacoche.

1.7 OBJETIVOS

Generadl

Evaluar la susceptibilidad de los maices hibridos y criollos con cepas del
hongo Ustilago maydis para la produccion de huitlacoche en el Estado

de Aguascalientes.

Particulares

Conocer la produccién natural del huitlacoche en el estado de
Aguascalientes.

Evaluar la capacidad de infectar plantas de maiz en condiciones
confroladas con el método de inoculacion artificial.

Caracterizacion morfolégica y corroboracion molecular de cepas

aisladas de Ustilago maydis.
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CAPITULO Il

RENDIMIENTO DE LA PRODUCCION NATURAL DE
HUITLACOCHE EN EL ESTADO DE AGUASCALIENTES

2.1 RESUMEN

El huitlacoche posee caracteristicas nutrimentales como altos niveles de fibra
dietaria, proteinas, aminodcidos, oligosacdridos, dcidos grasos esenciales,
vitaminas, minerales y compuestos fendlicos, lo que hace que pueda aportar
un beneficio importante a la nutricion. El objetivo de esta investigacion fue
evaluar la produccidon natural del huitlacoche en el Estado de
Aguascalientes, México. Se evalud el rendimiento en siete municipios donde
los muestreos se realizaron completamente al azar por conveniencia con una
superficie de 500 m?2 por hectdrea para cada tratamiento. Los datos se
obtuvieron cuando el elote estaba a punto de ser cosechado y el hongo
alcanzé el desarrollo de las agallas para los muestreos denominados
tratamientos. Las variables evaluadas fueron: indice de severidad (IS),
porcentaje de incidencia (Pl), gramos de huitlacoche por mazorca infectada
(GMI) y rendimiento por hectdrea (RH). Los resultados se analizaron mediante
un andlisis de varianza, prueba de Tukey (p = 0.05) y correlacion lineal de
Pearson. El fratamiento 3 (semilla criolla amarilla de temporal) en la localidad
del Ejido de Penuelas en el Municipio de Aguascalientes, fue
significativamente diferente a todos los demdas tratamientos, ya que obtuvo el
mayor rendimiento con 90.554 kg ha'' y presentd el mayor indice de severidad
por mazorcas infectadas de 18.67 %. Las semillas criollas presentaron mayor

produccion de huitlacoche.
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2.2 INTRODUCCION

Huitlacoche es el nombre que se le da a las agallas o tumores que se forman
en plantas de maiz (Zea mays ssp. mays) y teozintle (Zea mays ssp. parviglumis)
por la acciéon del hongo Ustilago maydis. La produccién de este hongo no es
planificada para el cultivo, se produce por infecciones naturales y al azar, ya
que es considerado un patdégeno y puede llegar a ser una enfermedad
devastadora para el cultivo de maiz dulce. La infeccion natural algunas veces
no es muy confiable, ya que la aparicién del hongo en el maiz depende de
las condiciones ambientales que conducen a la infeccién por el carbdn y a
la asociacion entre la etapa en el desarrollo del hospedante durante el
periodo de infeccién y el tejido de la planta en el cual se forman las agallas
(Pataky, 1991).

El huitlacoche aparece en casi todas las regiones productoras de maiz; las
condiciones climdticas favorables para su desarrollo son muy variadas: la
produccién natural de este hongo puede aumentar en ambientes hUmedos
(humedad relativa de 72 a 80 %) y templados (17 a 20 °C) (Vilanueva et al.,
1999; Martinez-Martinez et al., 2005), y es mds frecuente en dreas cdlidas (26 a

34 °C) y moderadamente secas (Agrios, 2006).

El huitlacoche es un alimento con caracteristicas nutrimentales esenciales
para el ser humano. Se ha encontrado que los altos niveles de fibra dietaria y
oligosacdridos sugieren que el huitlacoche puede aportar un beneficio
importante a la salud, ya que dichos componentes han demostrado estar
directamente involucrados en disminuir el riesgo de contraer cdncer de colon.
Asimismo, las concentraciones elevadas de compuestos fendlicos de este
hongo proporcionan una alta actividad antioxidante; dichos componentes
bioactivos estdn relacionados con la disminucion de la incidencia de
enfermedades cronicas degenerativas (Pataky, 1991; Beas et al., 2011;

Méndez-Mordn y Ruiz-Herrera, 2008).
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La evaluacion de genotipos de maiz para fines de produccién de huitlacoche
permite conocer su nivel de suscepfibilidad genética (Pan et al., 2008). El
Estado de Aguascalientes, México, es un buen productor de maiz y elote
durante la temporada primavera-verano-otono (marzo-noviembre). Sin
embargo, no existen datos sobre los materiales genéticos de maiz susceptibles
ni sobre la incidencia a la infeccién por U. maydis en la regidon. Por lo tanto, el
objetivo de esta investigacion fue conocer la produccidon natural del
huitlacoche en el Estado de Aguascalientes en diferentes variedades de maiz,

localidades, tipo de riego y épocas de siembra.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Area de estudio

El drea de estudio se ubica en el Estado de Aguascalientes, localizado en la
parte central de la Republica Mexicana (101° 53" y 102° 52" O y 22° 27" y 21°
28’ N), con una superficie de 5,680.33 km2 (568,033 ha) que representa el 0.3%
del total del pais. La division politica consta de once municipios:
Aguascalientes, Asientos, Calvillo, Cosio, Jesus Maria, Pabellon de Arteaga,
Rincdn de Romos, San José de Gracia, Tepezald, San Francisco de los Romo y
El Liano (INEGI, 2008).

2.3.2 Toma de datos

El muestreo se realizd en siete municipios del Estado de Aguascalientes:
Aguascalientes, Asientos, Jesus Maria, Rincon de Romos, San José de Gracia,
Tepezald y El Llano, se obtuvieron 13 fratamientos cada uno conformado por
un municipio, localidad, periodo de siembra, tipo de cultivo, utilidad de la

semilla y tipo de semilla (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Tratamientos evaluados para la produccion natural de huitlacoche en municipios del
Estado de Aguascadlientes.

Tto. Municipio Localidad PS TC Utilidad Semilla
1 mayo - Aspros
- La Providencia Riego Silo
2 ] agosto Unisem (Ares)
_ Aguascalientes
. _ junio - Forraje )
3 Ejido Penuelas . Temporal Criolla
septiembre seco
4 ’ ] mayo - Forraje Cimarrén
- Jesus Maria Posta UAA Riego
5 agosto seco 2366
mayo -
6 Asientos Francisco Villa Riego Grano Cimarréon
agosto
B mayo - '
7 El Bajio Riego Grano H?105W
agosto
Rincon de Romos o . Criolla de
- . junio - Forraje )
8 Ejido del Bajio ] Temporal Villanueva,
septiembre verde
Zacatecas
- d junio - ] Forraje
9 Ejido del Bajio ] Riego H?105W
septiembre seco
y Criolla,
San José de mayo -
10 ) Paredes Temporal  Grano Pozolero
Gracia agosto
blanco
11 ) San Antonio de junio - Riego Grano NBT1
— Tepezald ) . _
12 Tepezald septiembre Temporal  Grano Criolla
junio - Forraje )
13 El Llano De la Luz ] Temporal Criolla
septiembre seco

Tto. = Tratamiento, PS = Periodo de siembra, TC = Tipo de cultivo.

La foma de muestras se realizé en formato en cinco de oros, con un total de
500 m? para cada tratamiento. Las muestras del hongo se cortaron y se
colocaron en hieleras para frasladarlas al Laboratorio de Parasitologia
Agricola del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma
de Aguascdlientes; la temperatura a las que se mantuvieron durante el

traslado y manipulacion fue de 25 °C + 2 °C.

Se tomaron en cuenta las variables medioambientales de temperatura,

precipitacion y humedad relativa a partir de la siembra hasta la cosecha para
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cada una de las localidades con la estacion meteorolégica del INIFAP mds
cercana al sitio de muestreo. Las muestras se fotografiaron, midieron y pesaron

para cada repeticidon por tratamiento.

2.3.3 Variables a evaluar

indice de severidad (IS). Correspondié a la proporcién de los elotes cubiertos
por agallas formadas por el hongo, con la siguiente escala de severidad
(Cuadro 2) (Madrigal et al., 2010, modificado por Aguayo se elimind de la

escalala severidad 0 y se homogenizaron las escalas).

Cuadro. 2. Escala para evaluar el indice de severidad del huitlacoche en maiz.

Grado de severidad

Escala Proporcién de mazorca infectada
Severidad 1 (S1) 1-20%
Severidad 2 (52) >20-40%
Severidad 3 (S3) >40-60%
Severidad 4 (S4) >60-80%
Severidad 5 (S5) >80-100%

Porcentaje de incidencia (Pl): Se determind como el niumero de elotes
infectados con algun grado de severidad dividido entre el nUmero de elotes
evaluados multiplicado por 100 (Madrigal et al., 2010).

Gramos por mazorca infectada (GMI): Se evalud el peso total en gramos del
huitlacoche desgranado de todos los elotes infectados y se dividid entre el
numero de elotes infectados por el hongo (Madrigal et al., 2010).
Rendimiento por hectdrea (RH): Se obtuvo al mulfiplicar la densidad de
poblacion de maiz porlos GMI, el Ply el nUmero de elotes por planta (Madrigal
et al., 2010).

2.3.4 Andlisis estadistico
Los resultados se analizaron en un diseno completamente al azar. Los datos se
sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) con el programa estadistico SAS

version 9.1 para determinar si existian diferencias significativas (p < 0.05) entre
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las variables IS, PI, GMI y rendimiento por hectdrea de los 13 tratamientos.
Cuando se detectaron diferencias estadisticas, se procedié ala comparacion

de medias con una prueba de Tukey (p = 0.05).

2.4 RESULTADOS Y DISCUSIONES

El'IS fluctud de 0.17 a 18.67 %, el Pl varié de 0.05 a 6.7 %, el GMI fue de 3.38 a
49.81 gy elrendimiento fluctud de 0.728 a 90.554 kg ha' enlos 13 tratamientos
evaluados (Cuadro 3). Las pruebas de significancia indicaron que al menos
uno de los tratamientos fue diferente significativamente para cada una de las
variables evaluadas (p < 0.05). La comparaciéon de medias de Tukey reflejé
que el tratamiento 3 que correspondié al municipio de Aguascalientes, Ejido
Penuelas, con un periodo de siembra de junio-septiembre, en cultivo de
temporal y con semilla criolla, fue diferente significativamente en el IS con
18.67 %, en el Pl con 6.47 % y RH de 90.554 kg ha! con respecto a los demds
tratamientos (p = 0.05).

Para el IS se obtuvo que los fratamientos 3 y 13 fueron diferentes
significativamente con respecto alos de mas tratamientos con un IS de 18.67
y 8. 10 %, respectivamente, para el Pl, el fratamiento 3 y el 13 también
obfuvieron los porcentajes mas altos con 6.47 y 2.0 % respectivamente en
relacion a los demas fratamientos, en los GMI los fratamientos 8 y 10 se
diferenciaron del resto de los tratamientos al obtener 36.67 y 49.81 g,
respectivamente; y para el RH resaltaron los tratamientos 3 y 10 con una
produccion natural de 90.554 y 46.500 kg ha, respectivamente, siendo

diferentes significativamente al resto de los tfratamientos.

Los fratamientos 3 (Aguascalientes, Ejido Penuelas), 8 (Rincon de Romos, Ejido
el Bajio) y 13 (El Llano, Localidad De la Luz) sembrados en junio-septiembre y
las semillas que se utilizaron fueron de origen criolla y el fratamiento 10 (San
José de Gracia, Localidad Paredes) sembrado en mayo-agosto y con semilla

criolla, en cultivo de temporal para los cuatro tratamientos. Dichos
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tratamientos fueron los mejores y diferentes significativamente a los demas

fratamientos en cada uno de los caracteres evaluados (Cuadro 3).

Cuadro 3. Componentes del rendimiento de huitlacoche producido de manera natural en el
Estado de Aguascalientes.

Tratamientos IS (%) Pl (%) GMI (g) RH (kg ha')
1 0.17 ¢ 0.17 ¢ 403 c 1.299 ¢
2 0.17 ¢ 0.10 ¢ 3.38 ¢ 1.027 ¢
3 18.67 a 6.47 a 8.68 ¢ 90.554 a
4 0.14 ¢ 0.14 ¢ 3.69 ¢ 0.728 ¢
5 0.89 ¢ 0.41 bc 9.54 ¢ 7.109 bc
) 1.79 ¢ 0.76 bc 15.05 bc 14.027 bc
7 1.07 ¢ 0.48 bc 17.10 bc 10.283 bc
8 0.74 ¢ 0.26 ¢ 36.67 ab 22.119 bec
9 1.24 ¢ 0.48 bc 19.34 bc 11.311 be
10 3.68 bc 0.74 bc 4981 a 46.500 b
11 1.44 ¢ 0.69 bc 8.99 ¢ 12.886 bc
12 0.21 ¢ 0.05 ¢ 487 c 1.469 ¢
13 8.10 b 2.00 b 521 ¢ 16.863 bc

IS: indice de severidad; PI: porcentaje de incidencia; GMI: gramos de huitlacoche por mazorca
infectada; RH: rendimiento por hectdrea. Medias con la(s) misma(s) letra(s) en la misma
columna son estadisticamente iguales, segin la prueba de Tukey (p = 0.05).

La aparicién del huitlacoche en el maiz depende de varios factores como las
condiciones ambientales, etapa del desarrollo de la planta del maiz, la
susceptibilidad genética de la semilla y patogenicidad del hongo (Pataky,
1991; Pataky et al., 1995; Pan et al., 2008). Lo que se reflejé en la variabilidad
de los resultados para el rendimiento por hectdrea a causa de las condiciones
ambientales, fipo de semillay tipo de cultivo que se utilizaron en cada una de
los fratamientos, ademds de las prdcticas agrondmicas y los fipos de
patogenicidad del hongo prevalentes en las regiones evaluadas pudieron
afectar significativamente los componentes del rendimiento, ya que existe
una amplia diversidad genética en Ustilago maydis, como lo ha reportado
Jiménez (2010) y Calderdn (2010).
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Los tratamientos bajo condicién de riego (Figura 4) no reflejaron mayores
rendimientos de huitlacoche en las condiciones de precipitacion, a pesar de
que este alimento estd formado principalmente por agua (~90%; Beas et al.,
2011), sin embargo, en la condicibn de temperatura hay una relacion
estrecha con el rendimiento por hectdrea (Cuadro 4). En los tratamientos 3 y
10 obtuvieron la mejor produccién natural del hongo, las condiciones
ambientales que se presentaron en los dos tratamientos son completamente
diferentes (Figura 5), estas no estdn relacionadas con el rendimiento que se

obtuvo del hongo (Cuadro 4).

Tipo de cultivo

Riego
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Figura 4. Comparacién de las condiciones ambientales en los tratamientos con riego.

Tipo de cultivo
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Figura 5. Comparacion de las condiciones ambientales en los tratamientos de temporal.
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Cuadro 4. Correlacién entre condiciones ambientales y rendimiento por hectdrea para los
fratamientos con riego y temporal.
Precipitacién (mm)  Temperatura (°C) Humedad relativa (HR)

RH (iego) 0.2477* -0.8658** 0.2775*

RH (temporal) 0.5434* 0.5622* 0.1405*

RH: Rendimiento por hectdrea. **Correlacion significativa al nivel de 0.01. *Correlacién no
significativa al nivel de 0.05

Algunos autores (Valdez et al., 2009; Salazar et al., 2013) mencionan que con
el método de inoculacion artificial y bajo condiciones controladas en la
produccion, llegaron a obtener rendimientos de hasta 15 t ha' con maices
criollos. La produccién natural para las semillas criollas de temporal el mejor
rendimiento fue de 90.554 kg ha'!, lo cual la propia naturaleza del maiz criollo
de temporal tiende a tener un grado de susceptibilidad por mantenerse en
condiciones de estrés a comparacién del cultivo de riego; la falta de agua,
nutrientes, prdcticas agrondmicas y condiciones ambientales presentes
hacen que el cultivo de tfemporal tenga un mayor estrés y con esto sea mas

susceptible al ataque de agentes patoldgicos.

La produccién bajo el método de inoculacién artificial para maices hibridos
es de 7 a 8 t ha'! (Martinez et al., 2000; Madrigal et al., 2010). En el presente
trabajo se obtuvo que, para los maices hibridos bajo riego, el tratamiento 6
resulté con el mejor rendimiento con cerca de 14.027 kg ha'!, a comparacion
del fratamiento 4 en donde se utilizd la misma semilla con 0.728 kg ha'! pero
en diferente localidad. La tfemperatura promedio pudo haber determinado el
mejor rendimiento en el fratamiento 6, ya que hay una relacion estrecha enfre
estas dos variables (Cuadro 4). En conjunto con las practicas agronémicas
hacen que el cultivo de riego sea un cultivo mejor cuidado ya que cualquier

enfermedad representa pérdidas para el productor.
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2.5 CONCLUSIONES

El fratamiento 3 a base de semilla criolla amarilla de temporal sembrada en
junio-septiembre, en la localidad del Ejido de Penuelas, Aguascalientes,
mostré la severidad y porcentaje de incidencia del carbdén del maiz
(huitlacoche) mds alta con 18.67 vy 6.47 % respectivamente, y por tanto obtuvo

el mayor rendimiento de huitlacoche con 90.554 kg ha-'.

El fratamiento 10 de la localidad de Paredes, San José de Gracia; con semilla
criolla pozolera blanca de temporal sembrada en mayo-agosto, obfuvo en
gramos por mazorca infectada por huitlacoche el promedio mds alto con
49.81 g, sin embargo por su porcentaje de incidencia bajo (0.74 %) mostrd un
rendimiento de 46.500 kg ha'.

Las semillas hibridas y criollas difieren en los resultados de produccién natural
ya que la susceptibilidad de las semillas y la patogenicidad del hongo Ustilago
maydis estdn estfrechamente relacionados para obtener una infeccion

masiva en el cultivo del maiz.

Las condiciones ambientales presentes en todos los cultivos difieren en la
produccion natural de huitlacoche obtenida para cada uno de estos, esto se
debe a las diferentes semillas utilizadas en cada uno y el cuidado que se le

dio a todos los cultivos siempre va a diferir de una regién a ofra.
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CAPITULO I

CAPACIDAD DE U. maydis PARA INFECTAR PLANTAS DE MAIZ EN
CONDICIONES CONTROLADAS CON EL METODO DE
INOCULACION ARTIFICIAL

3.1 RESUMEN

La amplia variabilidad patogénica en cepas de Ustilago maydis permite la
evaluacion en semillas de maiz hibridas y criollas para la produccion de
huitlacoche. Por lo anterior, el objetivo en este estudio fue evaluar la
capacidad patogénica de cepas de U. maydis del Estado de Aguascalientes
en maices hibridos y criollos para la produccidon de huitlacoche en
condiciones controladas con el método de inoculacion arfificial. Se evaluaron
cuatro cepas originarias del Estado de Aguascalientes y dos cepas testigos
originarias del Estado de México en ftres hibridos y tres criollos. El disefo
experimental fue completamente al azar con tres repeticiones en arreglo
factorial 6x4. Se obtuvieron diferencias significativas entre variedades de maiz
y las fres cruzas evaluadas. La cruza 2 para el Estado de Aguascalientes
presentd la mayor patogenicidad con 59.6 % (criollos) y 76.9 % (hibridos) para
indice de severidad, en la incidencia con 82.2 % (criollos) y 93.3 % (hibridos),
para gramos por mazorca infectada con 73.9 g (criollos) y 134.0 g (hibridos) y
para el rendimiento por hectdrea fue de 4.1 t ha'! (criollos) y 7.7 t ha
(hibridos). El hibrido A7573 presentd la mayor susceptibilidad para las tres
cruzas evaluadas. Las cepas del Estado Aguascalientes presentan
patogenicidad, siendo una buena opcidn para la produccidon de huitlacoche

en condiciones controladas.
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3.2 INTRODUCCION

El hongo U. maydis es un hongo basidiomiceto conocido en el mundo por
causar la enfermedad llamada carbdn comin del maiz (Zea mays), esta
infeccion propicia la formacion de grandes tumores o agallas que al
desarrollarse en la mazorca se le conoce como “huitlacoche” o
“cuitlacoche” y son usadas en la preparacién de diferentes platillos (Ruiz-
Herrera y Martinez-Espinosa, 1998; Bolker, 2001; Pataky y Chandler, 2003).

El huitlacoche aparece en casi todas las regiones productoras de maiz,
aunqgue las condiciones climdticas favorables para su desarrollo son muy
variadas, algunos autores afirman que el ataque de este patdégeno puede ser
mds severo en ambientes humedos (humedad relativa de 72 a 80 %) y
templados (17 a 20 °C) (Vilanueva et al., 1999; Martinez-Martinez et al., 2005),
otros autores indican que el ataque es mds frecuente en dreas cdlidas (26 a
34 °C) y moderadamente secas (Agrios, 2006), sin embargo Salazar et al.
(2013), mencionan que para cada variedad de maiz existe una relacién de

temperaturas y humedad éptimas para el desarrollo de U. maydis.

La infeccion forma un flamento dicarion como resultado de las interacciones
de apareamiento. Este proceso es controlado por el locus a y b. El locus a
regula la formacién de filamentos de apareamiento o tubos de conjugacion,
la tfranscripcion de proteinas codificada por el locus b entra en juego después
de la fusion para mantener el crecimiento flamentoso del dicarion infeccioso
y para promover el desarrollo de patdgenos en el planta. Uno de los aspectos
de apareamiento en U. maydis es que hay multiples especificidades en el
locus b con estimaciones que van desde 25 hasta 33 diferentes fipos (Banuett,
1992; Banuett, 1995; Kronstad, 2003).

U. maydis presenta una variabilidad genética en la virulencia del hongo, este
tiene gran cantidad de lineas o biotipos con diferentes caracteristicas

fisioldgicas y patogénicas, las cuales se pueden considerar razas fisiologicas.
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La caracteristica principal de este hongo es ser heterotdlico lo que provoca
que surjan nuevos biotipos por hibridaciéon en cada nueva generacioén sexual,
por esto, de una sola agalla es posible aislar una gama de lineas haploides
que difieren en su patogenicidad. También se ha demostrado que el indice
de crecimiento, color, produccidn esporidial de colonias y otros caracteres en
los medios de cultivo pueden ser modificados por fluctuaciones ambientales
como temperatura, nutrimentos, vitaminas, sustancias de crecimiento vy

agentes quimicos (Martinez et al., 2000; Martinez-Martinez et al., 2005).

Programas de reproduccién actuales se basan en la infeccion natural de
carbdn en parcelas de campo y la eliminacion de las lineas de mejoramiento
mds susceptibles a fin de mantener la resistencia a tizon, sin embargo
numerosos informes estdn disponibles en la influencia de las diversas técnicas
de inoculacién, la etapa de desarrollo del huésped y las condiciones

ambientales para la patogénesis (Kealey y Kosikowski, 1981; Pataky, 1991).

En la produccioén artificial de huitlacoche existe la técnica de inoculacion
artificial sobre hibridos comerciales de maiz dulce y variedades de
polinizacion abierta (Martinez-Martinez et al., 2000) esta ftécnica se ha
desarrollado desde el siglo 18 (Walter, 1935; Christensen, 1963). En diferentes
partes de México se han evaluado la patogenicidad de algunas cepas de U.
maydis y la susceptibilidad y resistencia en variedades de maiz; sin embargo,
para el Estado de Aguascalientes no existe informaciéon sobre la
pafogenicidad de las cepas silvestres, asi como la suscepfibilidad y resistencia
en variedades de maiz adaptadas en el Estado. Por lo anterior, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar diferentes cepas de U. maydis del Estado de
Aguascalientes para infectar plantas de maiz, bajo condiciones controladas

con el método de inoculacion artificial.
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3.3 MATERIALES Y METODOS

La obtencion de cepas se realizd para los 13 tratamientos evaluados. La

metodologia se llevd a cabo con el procedimiento de Guevara (1999).

3.3.1 Extraccion, lavado y germinacion de teliosporas

Se molié 1.25 g de material vegetal (agallas) conteniendo teliosporas de U.
maydis e un mortero estéril con 25 ml de sulfato de cobre pentahidratado
(CuSO4'5 H20) 1.5 % estéril. Se molid hasta deshacer perfectamente el tejido o
agallas y obtener una suspensidn homogénea. Se filtiré con gasa estéril,
colectando la suspensidon de teliosporas en un matraz estéril. Se recuperod le
tejido molido y se resuspendi® en 50ml de CuSO#5 HO 1.5 % estéril
nuevamente. Se filtré nuevamente con gasa estéril y se descartd el bagazo.
Se colectd y se juntd la suspensidn de teliosporas. Se colocd 1.5 ml en tubos
Eppendorf de la suspension de teliosporas. Se centrifugd la suspensidon de
teliosporas en una microcentrifuga a 14,100 rom durante 2 minutos. Se
descartd el sobrenadante y se resuspendid la pastilla en 1.5 ml de CuSO45
H20 1.5 % estéril.

Se centrifugd nuevamente la nueva suspension de teliosporas como se hizo
anteriormente. Se descartd el sobrenadante y se resuspendid la pastilla en 1.5
ml de CuSO«+5 H20 1.5 % estéril. Se dejo reposar a tfemperatura ambiente
durante 48 horas. Se centrifugd a 14,100 rom durante dos minutos. Se descarto
el sobrenadante; se lavo la pastilla obftenida anadiendo 1.5 ml de agua
destilada estéril. Se cenfrifugd a 14,100 rom durante dos minutos. Se descartd
el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 1.5 ml de agua destilada estéril.
Se realizé una dilucion en la concentracion 1:100. Se inoculd la suspension de
teliosporas en medio sélido agar papa dextrosa adicionado con el antibidtico
cloranfenicol al 0.05 mg/L en la siguiente concentracion:

a. 1 caja de Petricon 20 pl de la dilucién 1:100.

b. 1 caja de Petricon 100 ul de la dilucion 1:100.

c. 1 caja de Petricon 20 ul de la concentrada.
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Se distribuyd la suspension de teliosporas de cada caja con ayuda de un asa
de vidrio; es importante esterilizar el asa antes y después de utilizarla
colocdndola en alcohol al 96 % y flamedndola. Se incubaron las cajas de Petri

invertidas, a 28 °C por 4 dias.

3.3.2 Obtencion de esporidias y cepas monoesporidiales de U. maydis

Al sembrar teliosporas germinadas en PDA Cloramfenicol al 0.5 mg/L, cada
una de ellas produce 4 basidiosporas o esporidias con constitucién genética
diferentes; por lo tanto cada colonia de teliosporas germinada tiene cuatro
genotipos diferentes de esporidias que es necesario separar. Una vez que se
comienza a observar el crecimiento de las colonias de teliosporas aisladas a
partir de material fUngico-vegetal, se toma con un palillo estéril una muestra
de varias colonias de teliosporas y se colocan en un tubo de Eppendorf con

agua destilada.

Se disolvieron completamente las colonias hasta obtener un liquido
homogéneo. De los cultivos liquidos de las teliosporas germindas de U. maydis
se realizan diluciones 102, 103y 104, con la finalidad de separar cada una de
las esporidias o basidiosporas producidas en cada una de las colonias.

a. Dilucion 102 =990 uL de H20 + 10 uL de culfivo liquido.

b. Dilucién 103 = 900 uL de H20 + 100 pL de la dilucién 102

c. Dilucion 104 =900 L de H20 + 100 pL de la dilucién 103
Se plagquearon en cajas de Pefri con PDA las diluciones 102 y 104 de la
siguiente forma:

d. 1 caja de Petricon 20 ylL de la dilucion 102,

e. 1 caja de Petricon 20 yL de la dilucion 104,

f. 1 caja de Petricon 100 uL de la dilucion 104,
Para cada caja, se distribuyd la suspension de manera homogénea con 300
uL de agua destilada para ayudar a la distribucion de las teliosporas con
ayuda de un asa de vidrio; es importante esterilizar el asa antes y después de
utilizarla, colocdndola en alcohol al 96 % y flamedndola. Se incubaron

invertidas las cajas de Petri, a 28 °C por 2-3 dias. Después de este periodo se
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espera observar colonias separadas, cada una proveniente de una esporidia;
se fomd de forma aleatoria 6 colonias que se encontraran separadas de las

demds colonias de las tres cajas sembradas.

3.3.3 Pruebas de apareamiento in vitro
Estas pruebas sirven para determinar la compatibilidad genética (sexual) de

una capa monoesporidial con otra, y se llevd acabo de |la siguiente manera:

Se redlizaron cultivos liquidos de PDB para cada una de las colonias
esporidiales elegidas con anterioridad, se tomé cada colonia elegida con un
pdlillo estéril y se colocd en un matraz con 10 ml de PDB. Se enumeraron los
mafraces para tener un mayor confrol de las cepas. Los mafraces se
colocaron en agitacién en un periodo de 12-18 hrs para promover su
crecimiento hasta que el medio se enturbio. Una vez completado el periodo
de agitacioén se procedid a realizar las pruebas de apareamiento en cajas de

Petri con medio doble completo de Holliday, bajo condiciones de esterilidad.

En el medio se realizaron 36 puntos (6x6) para realizar la confrontacion de
cepas. Con una micropipeta se tomaron 100 yl del matraz nimero 1 vy se
colocaron 6 gotas de forma horizontal y 6 gotas de forma vertical en las
primeras lineas. Con una nueva punta estéril se tomaron 100 ul del matraz
numero 2 y se colocaron 6 gotas de forma horizontal y 6 gotas de forma
vertical en las segundas lineas. El paso anterior se realizd para cada uno de
los matraces restantes confrontando todas las cepas. Se esperd a que las
gotas secaran completamente y se selld la caja de Petrii con parafim

evitando que entrara oxigeno ala caja.

Se incubaron a 28 °C por 24 hrs. Se identificaron las cepas que presentaron
compatibilidad por medio de un color blanguecino con apariencia
algodonosa. Las cepas compatibles se sembraron en cajas de Petri con PDA,

por duplicado. Estas colonias son las cepas monoesporidiales. Se resembraron
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cada mes en PDA y se conservaron a 4 °C en el refrigerador en espera de ser

elegidas para la inoculacion artificial en invernadero.

3.3.4 Preparacion del inoculo.

Se aislaron 46 cepas de los 13 fratamientos evaluados, 20 cepas se eliminaron
por contaminacion, todas las cepas se confrontaron para obtener la mejor
cruza. De las cruzas obtenidas se clasificaron por intensidad de apareamiento

(Figura 6).

Figura 6. Diferencias entre las intensidades de apareamiento. a) Baja, b) Media y c) Alta

Se eligieron las intensidades mds altas, de estas cepas se eligieron las que
presentaran mayor canfidad de compatibilidad con otras cepas; al final se
eligieron 4 cepas de las 46 aisladas del Estado de Aguascalientes y 2 cepas
propiedad del Dr. Fidel Guevara Lara que fueron utillizadas como testigos

(cuadro 5).

Cuadro 5. Cepas a evaluar

Cruzas Nombre Localidad Municipio Estado
1B Providencia Aguascalientes

Cruza 1
3B UAA Posta JesUs Maria

Aguascalientes

13B

Cruza 2 Fco. Villa Asientos
16B

Cruza 3 chl o

) Edo. De México
Testigo™* Q318

De las cepas monoesporidiales aisladas y conservadas en refrigeracion, se

procedid a realizar el inoculo con el siguiente procedimiento:

55



Universidud Huténoma de %ua&cﬂfientes
Gentro de Giencias %rono’mi{:ﬂ& @z’taﬁ TTT Fnocutacin artificial. ..

Se prepararon 6 matraces con 10 ml de PDB cada uno y se esterilizaron. Bajo
condiciones de esterilidad, con un padlillo estéril se tomd una pequena muestra
de la cepay se colocd en el matraz. Los matraces se colocaron en agitacion
durante 24 hrs para promover su crecimiento. Se prepararon é matraces con
75 ml de PDB cada uno y se esterilizaron. Se tomd 1.5 ml del matraz de 10 ml y
se colocd en el matraz de 75 ml y se colocaron en agitacién; cabe aclarar
que las cepas testigo se colocaron durante 24 hrs y las cepas del Estado de
Aguascalientes se colocaron durante 12 hrs. Una vez completado el tiempo
de agitacion y las muestras presentaban turbidez, se tomd 1.5 mly se colocd
en tubos de Eppendorf. Se tomaron 100 yl para el conteo de células y se
colocd en otros tubos de Eppendorf; el sobrante del tubo Eppendorf se
centrifugd a 14,100 rpm por 2 minutos, se descartd 1.30 ml, se homogenizd y
con esto se redlizd la prueba de apareamiento para confirmar su
compatibilidad. En 6 tubos de Eppendorf se colocd 900 ul de agua destilada
estéril y se colocaron los 100 pl de la concentracion del cultivo para realizar el

conteo de células con la cdmara de Neubauer.

La concentracion de células para el inoculo se establecid en 10x10¢. Se
utilizaron botellas de agua purificada de 600 ml, con la férmula de volumenes
se establecié la cantidad de agua se utilizd para diluir los indculos y dejarlos a
la concentraciéon deseada y en donde se vaciaron las dos cepas

compatibles. Se conservd el inoculo resultante a 4 °C hasta su aplicacion.

3.3.5 Diseno experimental en invernadero

El experimento 2 se llevd a cabo en el invernadero ubicado en la Posta que
pertenece al Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autonoma
de Aguascalientes; el invernadero cuenta aproximadamente con 80 m2. Se
colocaron 360 bolsas negras con aproximadamente 15 kg de suelo cada una.
Se colocaron 5 surcos dobles con 36 macetas cada uno. Se coloco riego por
goteo. Las plantas quedaron colocadas completamente al azar en unidades
experimentales de 5 plantas cada una, se eligieron 6 variedades de maiz, 3

criollos y 3 hibridos (cuadro 6).
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Cuadro 6. Variedades de maiz utilizadas en invernadero.
Variedades
Caracteristicas
Criollo 1 Criollo 2 Criollo 3 AS-822, Aspros  A-7573, Asgrow H-383, INIFAP
Localidad Paredes Ejido del Bajio Ejido Penuelas
San José de LoLeey . Semilla certificada
Municipio ) Rincon de Romos*  Aguascalientes
Gracia
Estado de Origen Aguascalientes Zacatecas Aguascalientes Jalisco Bajio Aguascalientes
Tipo de hibrido - - - Triple Triple Simple
Intermedio
Ciclo - - - Intermedio Intermedio
Precoz
Condiciones de Buen temporal . Buen temporal
Temporal Temporal Temporal ] Riego .
siembra riego riego
Dias de floracion 75-80** 80-85** 80-85** 77-80 60-70 80-85
Dias de madurez 130-136** 115-120** 115-120** 142-148 100-110 110-115
Altura de planta
2.30-2.50** 1.30-1.50** 2.00-2.10** 2.15-2.25 2.10-2.50 3.0
(m)
Altura de mazorca
1.90** 90-110** 1.40-1.50** 1.40-1.55 1.10-1.50 -
(m)
Blanco Blanco
Tipo de grano Blanco Blanco Amarillo Blanco
semidentado semidentado
*Lugar de colecta de la semilla. **Datos obtenidos en campo y/ entrevista con el productor, todos son datos aproximados.
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Se colocaron 24 tratamientos los que corresponden a las 6 variedades por las
3 pares de cepas se obtienen 18 tfratamientos, mds 6 testigos para cada una
de las variedades dan el total de 24 fratamientos (cuadro 7). Cada
fratamiento consta de 5 plantas por unidad experimental con 3 repeticiones

y da un total de 360 plantas (anexo A).

Cuadro 7. Tratamientos colocados en el invernadero para la evaluaciéon de produccion de
huitlacoche.

Tratamiento Variedad Cruza Tratamiento Variedad Cruza
(Factor A) (Factor B) (Factor A) (Factor B)
1 Criollo 1 1 13 ASpros 1
2 Criollo 1 2 14 Aspros 2
3 Criollo 1 3 15 Aspros 3
4 Criollo 1 Sininocular 16 Aspros Sin inocular
5 Criollo 2 1 17 Asgrow 1
6 Criollo 2 2 18 Asgrow 2
7 Criollo 2 3 19 Asgrow 3
8 Criollo 2 Sininocular 20 Asgrow Sininocular
9 Criollo 3 1 21 INIFAP 1
10 Criollo 3 2 22 INIFAP 2
11 Criollo 3 3 23 INIFAP 3
12 Criollo 3 Sininocular 24 INIFAP Sininocular

La siembra se realizé el 24 de febrero del 2015; con anterioridad las semillas se
colocaron en agua corriente durante 24 hrs para promover la germinacion
anficipada. Se colocaron 3 semillas por maceta, esto para asegurar una
planta por maceta, cuando las pldntulas emergieron se realizd el conteo de
germinacion para cada una de las variedades, y cuando llegaron a la etapa

vegetativa solo se dejo la planta mas fuerte y grande en cada maceta.

Se programaron 4 riegos por goteo de 15 min cada uno en la etapa de
germinacion durante 15 dias, se suspendio el riego durante 15 dias y se reiniciod
enla etapa vegetativa la misma programacién, una vez que se inocularon los

jilotes se aumentd a 6 riegos con 15 min cada uno.
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3.3.6 Inyeccidn del inoculo

La inoculacion se realizé con una jeringa (figura 1A, anexo B), se inyectaron 2
mL de inoculo correspondiente al tratamiento, se inoculd por el canal de los
estilos cuando presentaron una longitud de 5 a 10 cm (figura 1B, anexo B) y
antes de que ocurriera la polinizacién. Para retrasar la polinizacidon en algunas
variedades, se colocd una bolsa de papel en las espigas (figura 1C, anexo B),
una vez inoculado el jilote se polinizd manualmente para evitar la hibridacion

con las variedades presentes en el invernadero.

3.3.7 Toma de datos
Los datos se comenzaron a registrar (cosecha) a los 22 dias después de la

inoculacion estén o no presentes las agallas del hongo.

3.3.8 Variables a evaluar

Se tomaran en cuenta las siguientes variables:

indice de severidad (IS): corresponderd a la proporciéon de los elotes cubiertos
por agallas formadas por el hongo. Se tomaran cinco grados de severidad
(Madrigal, et al., 2010).

Porcentaje de incidencia (IP): corresponde al nUmero de jilotes infectados
con algun grado de severidad dividido entre el nUmero de jilotes inoculados
multiplicado por 100 (Madrigal, et al., 2010).

Gramos por mazorca infectada (GMI): corresponde al peso total en gramos
del huitlacoche desgranado de todos los elotes infectados dividido entre el
numero de elotes infectados por el hongo (Madrigal, et al., 2010).
Rendimiento por hectdrea: Se obtendrd al multiplicar la densidad de
poblaciéon de maiz porlos GMI, el Ply el nUmero de jilotes por planta (Madrigal,
et al., 2010).

3.3.9 Andlisis estadisticos
El diseno experimental fue completamente al azar con tres repeticiones en

arreglo factorial éx4 donde el factor A fueron las variedades de maiz: 1) criollo
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1; 2) criollo 2; 3) criollo 3; 4) Hibrido A-7573; 5) Hibrido AS-822; 6) Hibrido H-383.
Y el factor B fueron las cruzas: 1) cruza 1; 2) cruza 2; 3) cruza 3; 4) Sin inocular.
Los datos obtenidos del indice de severidad de huitlacoche, se fransformaron
a porcentaje de infeccidén mediante la férmula de Townsend y Heuberger. Los
datos se pudieron evaluar mediante ANOVA, prueba Tukey y correlacion,
mediante el pagquete de andlisis estadistico Statistica. Ademds, se realizé el
cdlculo de efectividad de los tratamientos mediante la prueba de eficacia
de Abbott.

Formula de Townsend y Heuberger. Para transformar el indice de severidad a

porcentaje de infeccioén:
n=>5
Y V)
i=1
P|= *100
Categoria mayor *N

Donde:

Pl = Porcentaje de infeccién

n = nUmero de hojas en cada categoria
V = valor numérico de cada categoria

N = nUmero total de hojas en la muestra

Formula de Abboftt. Para calcular la eficacia bioldgica de cepas del Estado

de Aguascalientes:
IT—it
ET: 100 - x 100
IT
Donde:
ET= Eficacia de las cepas del Estado de Aguascalientes
IT= Porcentaje de infeccién en cepas testigo por variedad

it = Porcentaje de infeccion de cepas del Estado de Aguascalientes por variedad.
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSIONES

En los andlisis de varianza individuales se encontraron diferencias significativas

entre los tratamientos (p<0.05) para las variables registradas:

En el porcentaje de incidencia (Pl), se observa que las cepas utilizadas
tuvieron un alto potencial infectivo, dado que todas las variedades
estudiadas presentaron algin grado de infeccion. La cruza 2 del Estado de
Aguascalientes presentd el mayor Pl en la variedad Criolla 3 con 100 %; en el
caso de los hibridos, la cruza 2 alcanzé un 93.3 % en los tres hibridos estudiados.

El criollo 2 presentd la menor incidencia en la cruza 2 (60 %) (Cuadro 8).

Para el indice de severidad (IS), la cruza 2 en los criollos 1y 3 obtuvo un 68 %,
y para los menores valores se obtuvieron en la cruza 2 con el criollo 2 (42.7 %).
En los hibridos AS822 y A7573 se obtuvo un 81.3 % con las dos cruzas del Estado
de Aguascalientes, y el menor IS se obtuvo en la cruza 1 con el hibrido H383
(49.3 %) (Cuadro 8)(anexo C).

Los rendimientos por mazorca (GMI) mas altos se obtuvieron en la cruza 2 con
el criollo 3 (94.7 g). y los menores rendimientos se obtuvieron en la cruza 1 con
el Criollo 1 (32.9 g). El hibrido A7573 obtuvo el mejor rendimiento con la cruza
2 (178.8 g) y el menor rendimiento se obtuvo con la cruza 1 y el hibrido H383
(76.2 g) (Cuadro 8).

El mejor rendimiento por hectdrea de las cepas del Estado de Aguascalientes
se obtuvo enla cruza 2 con el hibrido A7573 (10.5 t ha!) y el menor rendimiento
fue conla cruza 1y el criollo 1 (1.6 t ha') (Cuadro 8). Los cdlculos para esta

variable se realizaron con una poblacion de 60,000 semillas por hectdrea.
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Cuadro 8. Variedad-Cruza evaluados para la produccion de huitlacoche.

Tto. Variedad Cruza IS (%) Pl GMI RH (1)

1 Criollo 1 1 57.3% 74 ab 733%133 ab 329%11.6 de 1.6+0.8 cd

5  Criollo 2 1 480+ 4.6 b 667+ 67 ab  53.1%16.6 cde 2.3+0.9 cd

9 Criollo 3 1 653 13 ab 933% 67 ab  91.5%£17.1 bede  5.1%1.1 abed
13 Aspros 1 813+ 7.1 ab 933% 6.7 ab 962+ 16.5 abcde 5.5%1.2 abed
17 Asgrow 1 787%11.6 ab 933+ 6.7 ab 1220%31.0 abcde 7.0%2.1 abed
21 INIFAP 1 493+ 74 b 80 ab 762+ 9.2 cde 3.7+0.4 bed
2 Criollo 1 2 68.0+ 6.1 ab 86.7+ 6.7 ab  75.5%11.7 cde 3.8+£0.4 bed
6 Criollo 2 2 42.7+17.6 b 60.0%+23.1 b 51.4+33.1 cde 2.6+£2.2 bed
10 Criollo 3 2  680% 6.1 ab 100 a 947+ 12.8 bcde 5.7 +0.8 abed
14 Aspros 2 747+ 48 ab 93.3% 6.7 ab  93.3%12.5 bcde 5.3£1.0 abed
18  Asgrow 2 81.3£10.9 ab 933+ 6.7 ab 178.8%65.6 abc 10.5+ 4.6 abc
22 INIFAP 2 747 % 2.7 ab 933 6.7 ab 129.9%£ 153 abcde 7.2%0.7 abed
3 Criollo 1 3 947+ 13 a 100 a 1314+ 59 abcde 7.9%0.4 abed
7 Criollo 2 3 760t 4.0 ab 80 ab 1599+ 7.0 abed 7.7%0.3 abed
11 Criollo 3 3 747+ 8.1 ab 86.7+ 6.7 ab 165.9+24.6 abed 8.8+ 1.9 abcd
15 Aspros 3 89.3+10.7 a 93.3+ 6.7 ab 163.4+23.5 abcd 9.3%1.9 abc
19 Asgrow 3 907% 93 a 933% 67 ab 230.9%39.4 a 132£3.0 a
23 INIFAP 3 73.3+11.4 ab 86.7+ 6.7 ab 216.1 £63.2 ab 11.7+42 ab

4 Criollo 1 SN 0 c 0 c 0 e 0 c

8 Criollo 2 SN 0 c 0 c 0 e 0 c

12 Criollo 3 SN 0 c 0 c 0 e 0 c

16 Aspros SN 0 c 0 c 0 e 0 c
20 Asgrow SN 0 c 0 c 0 e 0 c
24 INIFAP SN 0 c 0 c 0 e 0 c

Medias con la(s) misma(s) letras(s) son estadisticamente iguales, segun la prueba de Tukey
(p<0.05); diferencia minima significativa honesta. Tto.= tratamiento, IS (%)= indice de severidad
en porcentaje, Pl= Porcentaje de incidencia, GMI= Gramos por mazorca infectada, RH (t)=
Rendimiento por hectdrea en toneladas, SN= sin inocular (control).

Los rendimientos obtenidos con el hibrido A7573 inoculado con la cruza 3 (13.2
t ha') se aproximan a los rendimientos obtenidos por Martinez-Martinez et al.
(2000), donde reportan que en ensayos experimentales y comerciales a cielo

abierto, alcanzaron hasta una produccidén maxima de 14 t ha'. Por otro lado
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la cruza 1 con el hibrido H383 (3.7 t ha'') y con la criolla 3 (5.1 t ha'!) estdn
cercanos a los reportados por Madrigal et al. (2010), donde obtuvieron que el
hibrido 30G40 presentd el mayor rendimiento con 4,786.20 kg ha'. Sin
embargo Salazar et al. (2013) evaluaron al hibrido A7573 inoculado con la
cepa IM409 alcanzando 11.841 t ha'!, lo que se aproximan a los resultados

obtenidos con este mismo hibrido y con la cruza 2 (10.5 t ha!).

Las cruzas que se utilizaron se conforman sélo por dos cepas para cada cruza;
donde la cruza 2 presentd el mayor Pl (93.3 %) y la cruza 3 obtuvo los valores
mas altos para IS (84.4 %), GMI (203.4 g) y RH (11.4 t ha'!) (Figura 7).Utillizando
dos cepas por inoculo los resultados superaron a los de Carrillo et al. (2011),
donde determinaron el rendimiento del huitlacoche (U. maydis) cultivado en
ocho variedades de maiz, utilizaron dos indculos de U. maydis conformado
por cuatro y diez cepas. El porcentaje de infeccidn mayor se obtuvo con la
variedad Bida-54 y el indculo de diez cepas (78.8 %), seguida del indculo con
cuatro cepas en la misma variedad de maiz (52.8 %). La variedad Bengala,
obtuvo un grado de infeccion de 27 %, y rendimiento de huitlacoche de 6.3 1

ha!.

Los resultados obtenidos en las semillas criollas para la incidencia (Pl) fue 77.8
a 88.9 %, en IS fue entre 56.9 a 81.8 %, para GMI 59.2 a 152.4 gy con un RH de
3.0a8.1tha'! (Figura 7), estos resultados varian respecto a los reportados por
Valdez et al. (2009), donde obtuvieron en 15 genotipos de maiz criollo
variaciones en los porcentajes de infeccidon en mazorcas desde 31 a 92 %
(oromedio 72 %), para los porcentajes de cobertura del hongo sobre la
mazorca oscilaron entre el 46 al 97 %, con un valor promedio de 77 %, y el peso
de huitlacoche por mazorca, varié considerablemente en las lineas de maiz

(80 hasta 450 g); y rendimientos de aproximadamente 15t ha'.

Las diferencias significativas que se obtuvieron enfre los resultados
concuerdan conlos autores Christenses (1963), Villanueva et al. (1999), Pataky

y Chandler (2003) y Salazar et al. (2013) donde mencionan que existe una

63



Universidud Huténoma de %ua&cﬂfientes
Gentro de Giencias %rono’mi{:ﬂs @z’taﬁ TTT Fnocutacin artificial. ..

variacion patogénica del hongo; la infeccidn estd en funcién de la habilidad
del patégeno, la susceptibilidad del huésped y su interaccién con el ambiente
y que para cada variedad de maiz existe una relacion de temperaturas y
humedad éptimas para el desarrollo de U. maydis. Se puede observar en el
cuadro 9 que no hay correlacion entre el IS y GMI; Pl y GMI para la cruza 3 ya
que la patogenicidad de esta cruza en particular puede producir mas GM
independiente a la severidad e incidencia que pueda presentar en las
variedades, esto se debe ala capacidad de producir hipertrofia e hiperplasia
en la fase de patogénesis y asi obtener mejores rendimientos de huitlacoche

por mazorca infectada.

Incidencia (%) Indice de Severidad (%)
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Figura 7. Comparacion de las tres diferentes cruzas en las semilla hibrida y criolla. cr 1=cruza
del municipio de Aguascalientes y JesUs Maria, cr 2= cruza del municipio de Asientos y cr 3=
cruza del Edo de México, SN= sin inocular. Medias con la(s) misma(s) letras(s) son
estadisticamente iguales, segin la prueba de Tukey (p<0.05); diferencia minima significativa
honesta.

64



Universidud Huténoma de %ua&cﬂfientes
Gentro de Giencias %rono’mi{:ﬂ& @z’taﬁ TTT Fnocutacin artificial. ..

Cuadro 9. Correlacion entre las variables y cruzas evaluadas.

Cruza 1 Cruza 2 Cruza 3
IS PI GMI RH IS PI GMI RH IS PI GMI RH
IS 1 0.78 0.76 0.82 1 0.81 0.79 0.79 1 0.92 0.45* 0.62
Pl 0.78 1 0.71 0.79 | 0.81 1 0.52 0.59 | 0.92 1 0.43* 0.62
GMI 076 0.71 1 0.99 | 0.79 0.52 1 0.99 | 0.45% 0.43* 1 0.97
RH 082 079 0.99 1 08 0.59 0.99 1 0.62 0.62 0.97 1

*Correlacion no significativa al nivel de 0.05. IS= indice de severidad, Pl= porcentaje de
incidencia, GMI= gramos por mazorca infectada, RH=rendimiento por hectdrea.

Martinez et al. (2000), evaluaron 100 aislamientos del hongo en un hibrido
experimental, seleccionando 12 de ellos por su vigor, presentando en
promedio 190 g del hongo por planta infectada, y 135.24 g por planta
inoculada (8.11 tha'!), indice de severidad de 36.82 y una incidencia de 70.64
%. De las 300 familias de medios hermanos maternos evaluadas (1998) por
inoculacion con la mezcla de los 12 aislamientos seleccionados (1997), se
eligieron 16 familias susceptibles, que presentaron en promedio 154.97 g del
hongo por planta infectada y 112.88 g por planta inoculada (6.67 tha'), 76.67
% de incidencia y 34.82 de indice de severidad; asi como 14 familias resistentes
(0 % de incidencia) al ataque del hongo. Los resultados obtenidos en IP, IS,
GMI y RH en las variedades hibridas inoculadas con la cruza 2 superan a los

obtenidos por estos autores (Figura 7).

Las cepas evaluadas del Estado de Aguascalientes presentaron valores en IS
altos en comparacién con algunos autores mencionados lo que concuerda
con Calderén (2010), donde reporta que el valor del IS generado por cada
cepa de huitlacoche no estd totalmente relacionado con la variedad ni el
color del maiz, lo que indica que aun cuando las variedades de maiz blanco
son las mas susceptibles, esto mds bien depende de la virulencia de la cepa.
Con esto se evalud la efectividad bioldgica de las cruzas del Estado de
Aguascalientes comparada con la cruza del Estado de México resultando las
cruzas del Estado de Aguascalientes altamente efectivas para las tres

variedades (cuadro 10).

65



Universidud Huténoma de %ua&cﬂfientes
Gentro de Giencias %rono’mi{:ﬂ& @z’taﬁ TTT Fnocutacin artificial. ..

Cuadro 10. Efectividad biolégica de las cruzas del Estado de Aguascalientes

Tratamiento Variedad Cruza EFBIO
1 Criollo 1 1 60.6 %
2 Criollo 1 2 71.8%
5 Criollo 2 1 63.2%
6 Criollo 2 2 56.1 %
9 Criollo 3 1 87.5%
10 Criollo 3 2 911%
13 Aspros 1 91.0%
14 Aspros 2 83.6 %
17 Asgrow 1 86.8%
18 Asgrow 2 89.7 %
21 INIFAP 1 67.3%
22 INIFAP 2 101.8%

Formula corregida de Abbott. EFBIO= Efectividad biolégica en porcentaje.

El periodo de incubacion del hongo varia de 12 a 25 dias, sin embargo en
invernadero y campo abierto puede haber diferencias por las condiciones
que se pueden presentar para cada uno de los dos ambientes, en
invernadero se puede presentar un periodo de incubacion mas rapida (7 a 16
dias) y en campo mas lenta (17 a 19 dias) (Thakur et al., 1989; Pope y
McCarter, 1992; Valverde et al., 1993; Pataky et al., 1995; Vilanueva, 1995;
Carrol, 1998). Los resultados obtenidos en la variable GMI (figura 8C) varié para
todos los fratamientos, dado que el periodo de incubacién y crecimiento del
hongo difiere para cada una de las variedades y cruza que se utilizaron,
algunas presentaron menor produccion y otras variedades presentaron un

6ptimo desarrollo del hongo a los 22 dias de incubacion.
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Figura 8. Variables evaluadas en las variedades de maiz y cruzas del hongo U. maydis. a)
Incidencia en porcentaje, b) Severidad en porcentaje, c) Gramos por mazorca infectada, d)
Rendimiento por hectdrea en toneladas.

Para realizar una determinante de la calidad del hongo producido por las
diferentes variedades y cruzas evaluadas, se puede tomar en cuenta el IS, PI,
GMI y RH, donde el fratamiento 18 (Asgrow- cruza 2) obtuvo los valores mds
altos en las variables evaluadas, esto es en cuanto a la produccion artificial.
Sin embargo para asegurar una calidad de las agallas se requiere determinar
un pardmetro fundamental que es el tiempo de incubacién del hongo ya sea
denfro de un invernadero o a campo abierto. Por esto el método de
inoculacion artificial puede asegurar una produccién y una calidad a la vista

agradable del cliente, y asi poder asegurar la venta; ya que en la produccion
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natural del hongo esto no pasa en la mayoria de las veces como se pudo
observar en el primer objetivo de esta investigacion. Si comparamos la
calidad de las agallas enconfradas en la produccién natural y la produccion
arfificial hay una diferencia muy marcada como lo podemos observar en las

figuras 9 y 10.
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Figura 9. Agadllas de huitlacoche en mazorca mediante
la produccién arfificial de los diferentes tratamientos
evaluados.
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Figura 10. Agdllas de hvuitlacoche en mazorca
mediante la produccién natural.
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3.5 CONCLUSIONES

Las cepas del Estado de Aguascalientes presentaron una efectividad
bioldgica alta, siendo una opcién para la produccion de huitlacoche en el
Estado.

Las variedades hibridos presentaron mayor susceptibilidad con las tres cruzas

evaluadas a comparacion de las variedades criollas.

La variedad criollo 2 utilizada en el municipio de Rincén de Romos y originaria
del Estado de Zacatecas presentd una resistencia a las tres cruzas utilizadas

para la produccién de huitlacoche.

Es de importancia observar el comportamiento de cada variedad y con esto
establecer un periodo de incubacidon homogéneo en cada una de estas para
obtener la mayor produccién de huitlacoche. Asi como considerar el

porcentaje de germinacion para cada una de las variedades a utilizar.
El método de inoculaciéon artificial asegura una produccion estable y Ia

calidad del hongo mediante periodos de incubacion establecidos, tomando

en cuenta la variedad, la cruza y las condiciones medioambientales.
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CAPITULO IV

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y CORROBORACION
MOLECULAR DE CEPAS AISLADAS DE U. maydis

4.1 RESUMEN

Cepas de U. maydis fueron aisladas de plantas de maiz. Se realizd una
descripcion macroscopica encontrandose que el color predominante de la
mayoria de las colonias fue de color morrdn, representando las cepas de
menor producciéon de huitlacoche. Sin embargo a pesar del color vy
comparacion con el rendimiento, se realizdé una corroboraciéon molecular de
estas cepas para determinar si existe la presencia de RNA viral. Este virus a
acompanado al hongo desde su adaptacion al hospedero que es el maiz y
puede inhibir o matar otras cepas de U. maydis. Estas cepas son llamadas
cepas killer o cepas “asesinas”. La presencia de dicho virus puede tener
repercusion en la produccion o infeccion del hospedero. Se realizaron cuatro
diferentes metodologia para la corroboraciéon molecular, siendo la mds
efectiva el profocolo de Extraccion de ADN+RNA de Ustilago maydis. Las
cepas 1B, 3B, 13B, 16B, ch1 y Q318 utilizadas en el Capitulo Il fueron sometidas
a la extraccion de ADN mediante este método, siendo las cepas 1B y 13B
donde aparecen dos bandas exfras y posiblemente puedan representar RNA
viral. Sin embargo falta por analizar otras cepas para determinar si existe RNA
viral por medio de estas dos bandas que solo aparecen en estas cepas de U.

maydis.
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4.2 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CEPAS AISLADAS DE U. maydis

4.2.1 INTRODUCCION

U. maydis pasa por una serie de etapas en su ciclo de vida en las que se
presentan cinco estructuras que lo caracterizan. Inicia como teliospora
dicaridtica, sigue como basidiospora, luego como micelio haploide y por
Ultimo como micelio dicaridtico, que se fransforma nuevamente en teliospora
(Agrios, 2006; Ruiz, 2008).

En la etapa de micelio dicaridtico que se presenta en el hospedero es cuando
ocurre la formacién de agallas, sinfoma caracteristico de la enfermedad. La
teliospora (algunos autores la nombran clamidospora o brandespora) es un
tipo de espora esférica o elipsoidal, de color café oscuro a negro, con
protuberancias en forma de espinas, de siete a once micrometros de
didmetro, con capacidad para resistir las condiciones adversas del ambiente;
posee dos nucleos haploides y al germinar presenta cariogamia, meiosis y
mitosis; |la pared se abre emitiendo un cuerpo tubular llamado basidio o
promicelio, generalmente con cuatro células haploides que se transforman

en basidiosporas (Agrios, 2006; Christensen, 1963).

La basidiospora, también llamada esporidio, es ovalada, hialina, de tfamano
muy variado entfre 13 a 28 um, con nucleo haploide, y constituye la fuente de
indculo primario; puede dividirse por gemacion produciendo esporidios
secundarios o puede germinar en la superficie del hospedero, produciendo
una hifa haploide. El micelio haploide estd formado bdsicamente por hifas
haploides provenientes de la germinaciéon del esporidio; al fusionarse con ofra
hifa haploide compatible se forma una hifa dicaridtica (Agrios, 2006;
Christensen, 1963; De la Garza, 1974).

El micelio dicaridtico estd formado por hifas dicaridticas, con dos nucleos

haploides compatibles, de mayor didmetro que la anterior, con capacidad
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para desarrollarse en los tejidos de la planta. Estimula a las células del

hospedero para que sufran hipertrofia e hiperplasia (Agrios, 2006).

La agalla es un tumor que se presenta en la planta infectada; es el sintoma
caracteristico de la enfermedad. Puede presentarse en el tallo, hojas, espigas
o0 en los granos de elote. Se forma con el crecimiento desmesurado de las
células del tejido infectado. Inicialmente estdn cubiertas por una membrana
blanca encerrando a las células hipertrofiadas del hospedero y el micelio del
hongo. Conforme maduran, la membrana se torna gris plateado o plomizo, al
final, el micelio que ha invadido a las células del hospedero se transforma en
teliosporas, mismas que son liberadas al romperse la membrana de la agalla.
La cantidad de teliosporas en una agalla de tamano regular puede ser poco

mdas de 200 mil millones (Agrios, 2006; Christensen, 1963; De la Garza, 1974).

4.2.2 MATERIALES Y METODOS

La obtfencion de cepas se realizdé para los 13 fratamientos evaluados. La
metodologia se llevdé a cabo con el procedimiento de Guevara (1999),
descrito en el Capitulo lll. Se lograron obtener 27 cepas en total para el Estado
de Aguascdalientes, de 3 municipios diferentes (cuadro 11). Se les colocd un
nimero consecutivo con terminacion en lefra B, conforme se lograban
obtener. Algunas cepas se desecharon por presentar algin fipo de

contaminacion.

Cuadro 11. Cepas aisladas de diferentes municipios del Estado de Aguascalientes.

Nombre asighado LOCOI'.dOd Municipio Estado
(Semilla)
1B
36B
37B Providencia
38B (Unicen)
428
43B Aguascalientes Aguascalientes
398
408 Providencia
418 (Aspros)
448
458
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Continuacién del cuadro 11...

Nombre asignado LOCO“.dOd Municipio Estado
(Semilla)
46B Providencia Aguascalientes
(Aspros)
2B
3B . .
4B Area agricola, Posta
(2366)
5B Jesus Maria
6B
7B . .
Area agricola, Posta .
8B ; . Aguascalientes
(Cimarrdn)
9B
11B
12B
) Francisco Villa .
14B (Cimanén) Asientos
15B
16B
17B

Se describid la gama de color que presentd en la colonia aislada de U. maydis
en fase de basidiosporas colocadas en cajas Petri con medio PDA para cada

una de las cepas aisladas.

4.2.3 RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las cepas aisladas de U. maydis presentaron diferencias en la tonalidad de
color, mostrando una gama de tonalidades que se clasificaron en: color
marrén, color marrén con tonalidades negras, color marrdn obscuro a negro,

color negro y color marrén claro cremoso (cuadro 12).

El resultado de la siembra de las cepas en medio PDA, se observd que todas
formaron colonias con morfologia similar, de color claro cremoso alos tres dias
de crecer la cepa, sin embargo en un lapso de una semana
aproximadamente las cepas adquirieron un color marrén, caracteristica de

las cepas de U. maydis (Guevara-Vasquez et al., 2009).

78



Universidad Hutsnoma do %ua&cuﬂent&s
Gentro de Giencias @ronémims Capiruse JF7 Cerroboracicn meflocutr. ..

Cuadro 12. Caracterizaciéon morfoldgica de las cepas aisladas del Estado de Aguascalientes.

Localidad/Municipio

Nombre asignado Cepa Observaciones

(Semilla)
1B Color negro
368 Color marrén obscuro a
negro
37B Color marrén
Providencia,
Aguascalientes
(Unicen) Color marrén con
38B .
fonalidades negras
42B Color marrén
43B Color marrén obscuro a
negro
Color marrén con
398 A
tfonalidades negras
408 Color marrén
41B Color marrén
Providencia,
Aguascalientes
44B (Aspros) Color marrén obscuro a
negro
Color marrén con
45B :
tonalidades negras
46B Color marrén con

tfonalidades negras
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Continuacién del cuadro 12...

Localidad/Municipio

Nombre asignado Color Observaciones

(Semilla)
B Color marrén claro
cremoso
3B Color negro
Area agricola, Posta
4B Zoofecnlcg, Jesus Color marrén
Maria
(2366)
5B Color marrdn claro
Color marrén con
6B .
fonalidades negras
Color marrén con
7B g
fonalidades negras
Area agricola, Posta
8B Zoo’recnlcg, Jesus Colormdien
Maria
(Cimarrén)
9B Color marrén
11B Color marrén
Color marrén con
12B g
fonalidades negras
13B Color marrén
Francisco Villg,
14B Asientos. Color marrén
(Cimarrén)
158 Color marrén
16B Color marrén con

tonalidades negras

17B Color marrén
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Las cruzas 1y 2 utilizadas en el Capitulo Il para la evaluacion de produccion
de huitlacoche en el Estado de Aguascalientes, conformaron las coloraciones
mds obscuras a comparacion de la cruza del Estado de México. Las cepas
del Estado de Aguascalientes obtuvieron el rendimiento por hectdrea mds

bajos en comparaciéon de las originarias del Estado de México (cuadro 13).

Cuadro 13. Comparacion de la coloracion de cepas con la produccién obtenida.

Cruza Cepas Coloracién RH (1)

1B

1 1.594*
3B
13B

2 3.839*
16B
chl

3 7.885*

Q318

* Resultado mediante la prueba Tukey HSD con un nivel de significancia del 0.05. RH ()=
rendimiento por hectdrea en toneladas.

4.2.4 CONCLUSIONES

Las cepas con color marrdn obscuro a negro presentaron una mayor
compatibilidad con ofras cepas en las pruebas de apareamiento, sin
embargo en la produccidon de huitlacoche y porcentaje de infeccion

presentaron menor patogenicidad.
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4.3 CORROBORACION MOLECULAR DE CEPAS AISLADAS DE U. maydis

4.3.1 INTRODUCCION

Algunas cepas de U. maydis producen una proteina letal que inhiben el
crecimiento de otras cepas del mismo hongo que se encuentran cerca. La
inhibicion es causada por una sustancia que se difunde fuera de las células
en el medio circundante. Las cepas que producen esta sustancia inhibidora
sellaman cepas P1;1as que no lo hacen son cepas P2. Las cepas P2 se pueden
dividir en dos tipos, cepas P2S (sensibles al inhibidor) y cepas P2r (no se ve
afectada por el inhibidor). Las cepas P1 llevan ambas determinantes, asesina
e inmunidad. Estos determinantes se fransmiten a cepas sensibles P2 en la
formacion heterocarién. La inmunidad al inhibidor también se fransmite como
un cardcter citoplasmdatica (cepas inmunes a P1 llamadas P3) que puede ser
heredado por separado de la funcién inhibidora o asesino (Puhalla, 1968; Day

y Anagnostakis, 1973).

También se descubrieron ofras dos cepas de U. maydis con capacidad
inhibitoria, llamadas P4 y P6. Aunque algunas cepas inhiben el crecimiento de
células sensibles mientras que ofras matan a las células sensibles, a las que se
les llama cepas asesinas inhibitorias. Las cepas asesinas P4 y P6 pueden matar
a cepas Pl y P3 (donde P3 denota la inmunidad citopldsmicamente
determinado y la especificidad del asesino en cuestion) (Puhalla (inédito)

citado por Koltin y Day, 1976).

Wood y Bozarth (1973), detectaron particulas similares a virus (VLPs) en cepas
P1y P3. Cepas P2S examinadas también contenian VLPs. Se encontré que en
las VLPs contenian ARN de doble cadena (dsRNA). La excrecion de la toxina
asesina estd relacionado con la presencia de ARN de doble cadena (dsRNA)
particulas similares a virus (VLPs). Cepas sin VLPs son sensibles, a menos que

contengan un gen nuclear para la resistencia.
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Al igual que muchos hongos, U. maydis tiene virus residentes. Estos virus
segmentados de ARN son de doble cadena y no infecciosos (Day y Dodds,
1979; Koltin, 1988). La presencia de algunos dsRNA viral confiere a las células

huésped la capacidad de producir toxinas asesinas secretadas.

Teliosporas no germinadas de U. maydis, asi como esporas germinadas en
diversos periodos de 0 a 16 hr, contenia las siguientes especies de dcido
ribonucleico (RNA): citoplasmdaticos pesados 25S; citoplasmdtica ligero 18 S;
mitocondriales pesados, 23S; y mitocondrial ligeros 16S. También habia un ARN
que probablemente fue una mezcla de 5S y 4S, indicando la presencia de
ARN de transferencia (ARNt). La incubacion de Ias esporas de 2 hrs o mas did
como resultado la formacion de un ARN que era mds pesado que 25S. Un RNA
extremadamente ligero podria ser separado de otras especies de ARN en
extractos de ARN fotal mediante el uso de un gel de poliacrilamida 7.5 %. La
presencia de ARNt funcional en esporas no germinadas también se
demuestra por la capacidad de aislado ARNt para aceptar aminodcidos. Se
necesita la adicion de 160 ug/ml de estreptomicina a los medios de
germinacion para detener el crecimiento bacteriano y por lo tanto evitar la

inclusion de su ARN en el exiracto de hongos (Lin et al., 1971).

Dada la especificidad de huésped de U. maydis, es de presumirse que el
hongo es un pardsito que evoluciond a partir de un antecesor comun con
otros Ustilagos spp hasta adquirir la categoria de especie diferente, al
convertirse en un patégeno especifico del teozintle y el maiz. Esta hipdtesis ha
sido recientemente confimada al andlizar la variabilidad del virus de U.
maydis (UMV-H1) en muestras de huitlacoche obtenidas de diferentes
localidades de México, Estados Unidos y Sudamérica. Los resultados
demostraron que el virus acompand al patdégeno durante la introduccién del
maiz proveniente de nuestro pais en Norte y Sudamérica, fendbmeno que

ocurrio en varias ocasiones durante el periodo pre-hispdnico (Ruiz, 2008).
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El aislamiento y las propiedades del virus especifico de doble cadena dsRNA
a partir del tejido infectado con ARN de virus ya han sido documentados. El
andlisis a menudo implica un procedimiento de aislamiento largo y se han
obtenido pequenas cantidades de dsRNA. Esto se ha analizado mediante

geles de electroforesis y purificacion (Morris y Dodds, 1979)

4.3.2 MATERIALES Y METODOS

Se readlizaron cuatro procedimientos diferentes para la identificacion de

cepas contaminadas con ARN de virus:

4.3.2.1 Protocolo de Exiraccion de ADN+ARN usando el kit Wizard® Magnetic
DNA

Se prepard un cultivo fresco de basidiosporas (esporidias) del hongo. Se tomd
con un pdlillo estéril una muestra del cultivo en PDA, y se sembrd en 10 mL de
caldo papa-dextrosa (PDB) estéril en matraz Elenmeyer de 250 mL. Se incubd
con agitacion orbital a 27 °C durante 12 hrs. Se concentraron las células por
medio de cenfrifugacion (13,000 x g por 10 min). Se elimind el sobrenadante y
se le colocd 1.5 mL de agua destilada estéril. Se realizdé una vez mds el paso

anterior antes de trabajar con el kit.

Se pesaron 200 mg de muestra y se colocd en un tubo Eppendorf de 2 mL. Se
le agregd 500 ulL de buffer de lisis A al fubo inclinado que contiene la muestra.
Se tapd el tubo y se mezcld vigorosamente en vortex. Se anadid 250 uL de
buffer de lisis B y se agitd de 10-15 s en el vortex. Se recosto el tubo y se dejo
reposar. Se incubo por 10 min a temperatura ambiente (22-25 °C). Se agregd
750 pL de solucion de precipitado. Se agitd vigorosamente en vortex hasta
que la muestra se volvid color verde. Se centrifugd por 10 min a alta velocidad
(13,000 x g). Se fransfirié el sobrenadante a un tubo de 2 mL con cuidado de
pipetear por debajo del material flofando en caso de presentar. Se mezcld
con cuidado el MagneSI®PMPs por 15-30 s, para asegurar que las particulas

estén resuspendidas. Se le anadidé 50 uL del sobrenadante de MagneSIl®PMPs.
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Se mezclé con cuidado. Se registrd el volumen del liquido del tubo. Se anadid
un volumen de 0.8 de isopropanol. Se invirtid el tubo de 10-15 veces para
mezclarlo. Se incubo por 5 min a temperatura ambiente, agitando
ocasionalmente lavando las paredes internas del tubo asi como las particulas.
Se insertd el tubo en un soporte de separacion magnética MagneSphere® por
un minuto. Con el tubo en el soporte se descartd la fase liquida por pipeteo.
Se removib el tubo del soporte y se agregd 250 UL de buffer de lisis B. Se invirtid

el fubo de 2-3 para mezclar.

Se colocé el tubo en el soporte de separacién magnética MagneSphere® por
un minuto. Con el tubo en el soporte descartar la fase liquida por pipeteo. Se
resuspendieron las particulas en 1 mL de Etanol 70 % y se regresé al soporte de
separacién magnética por un minuto. Se removid y se descartd la solucién por
medio de pipeteo. Se repitid el paso anterior dos veces para un total de fres
lavados. Se removidé la mayor cantidad de fase liguida posible en el Ultimo
lavado. Se seco la muestra a temperatura ambiente por aprox. 20 min a 65
°C. Se anadi6 100 uL de agua libre de nucleasa. Se mezcld en vortex y se
incubo por 5 min a 65 °C. Se colocé el tubo en el separador magnético por
un minuto. Se colecté el DNA dejando el tubo en el separador y
cuidadosamente se transfirio el liquido a un tubo nuevo. Si el volumen final era
menor a 100 uL se aford a 100 uL con agua inyectable. El ADN se congelo a -

15 °C hasta su lectura en gel.

4.3.2.2 Prueba de inhibicion para determinar cepas con ARN de virus (Puhalia,
1968)

Se utilizd agar completo (anexo D) con 2 % de glutamato de sodio. Las
pruebas para la inhibicidn del crecimiento de las cepas se realizaron como
sigue; se colocd con un pdlilo una pequena muestra y se depositd en el
maftraz de 50 mL con 5 mL de medio PDB y se colocd en agitacion por 8 hrs.
Se colocd una cepa A para confrontar cuatro cepas B. Se incubaron por 27

°C por un dia y se anotd la pareja inhibitoria (Figura 11).
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Figura 11. Prueba de inhibicion para la determinacién de ARN viral en cepas de U. maydis. Cepas superior
izquierda y derecha prueba positiva para cepa con ARN de virus (cepa obscura) y cepa sensible (cepa blanca).

Cepas inferior derecha e izquierda compatibles.

4.3.2.3 Prueba de inhibicién para determinar cepas con ARN de virus (Koltin &
Day, 1976)

Se utilizé agar completo (anexo D) con 2 % de glutamato de sodio. Las
pruebas para la inhibicion y formacion del halo inhibitorio se realizaron de la
siguiente manera: se colocdé con un pdalillo una pequena muestra y se
depositd en el matraz de 50 mL con 5 mL de medio PDB y se colocd en
agitacion por 8 hrs. Se fomaron 2 mL del matraz y se colocaron en 8 mL de
medio completo a 40 °C antes de solidificarse. Se vertié en una caja de Petri
y se esperd a que solidificara completamente. Una vez solidificado el medio
se coloco una gota de cada una de las cepas encima de la cepa césped o
tapete. Se esperd a que secaran completamente. Se incubaron a 27 °C o
temperatura ambiente de 24-48 hrs. Se anotaron las cepas que presentaron

el halo de inhibicion como se muestra en la figura 12.

86



Universidad Hutsnoma do %ua&cuﬂent&s
Gentro de Giencias %ronémims Capiruse JF7 Cerroboracicn meflocutr. ..

Figura 12. Pruebas de inhibicion con la presencia de un halo inhibitorio entre la cepa césped
sensible y la cepa contaminada con ARN de virus.

4.3.2.4 Protocolo de Exiraccion de ADN+ARN de Ustilago maydis (Guevara,
1999)

Se prepard un cultivo fresco de basidiosporas (esporidias) del hongo. Se tomo
con un palillo estéril una muestra del cultivo en PDA, y se sembrd en 125 mL de
caldo papa-dexirosa (PDB) estéril en matfraz Erlenmeyer de 500 mL. Se incubd
con agitacion orbital a 27 °C durante aprox. 10-24 hrs, hasta que el cultivo
alcanzara una absorbancia de ~0.8 a 600 nm. Se utilizé PDB para calibrar el
espectrofotdmetro a cero de absorbancia. Con esto se obtuvo células
jovenes que se encuentran al final de la fase exponencial de la curva de
crecimiento. El cultivo se centrifugo en botes de cenftrifuga estériles a 6 °C, a
5,000 x g por 15 min, se elimind el sobrenadante (medio de cultivo gastado).
Se lavé una vez con 125 mL buffer de lavado (anexo E), centrifugando como
en el paso anterior, se elimind el lavado. La pastilla resultante se traspasd a
tubos falcon de 15 mLy se le colocd nuevamente 11 mL de buffer de lavado.

Se cenfrifugaron a 1,950 g en centrifuga y se elimind el sobrenadante.
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La pastilla se congelo -70 °C por dos dias. Se liofilizaron las células hasta
sequedad. Ya secas, se pesaron las células en balanza andlitica y se
guardaron a -15 °C. Se registrd los pesos de las células secas. Por cada gramo
de células secas, se colocaron 10 mL de buffer de lisis (anexo E) en un tubo de
centrifuga estéril y se incubaron a 37 °C por aprox. 20 min. Se enfriaron las
células secas en Nz liquido. Se colocd un poco de N liquido en un mortero y
se molieron rdpidamente las células con la precaucién de no derramar nada.
Se transfirié con cuidado el polvo de células molidas a un tubo de centrifuga
de 30 mL estéril y se le anadid rdpidamente el buffer de lisis previomente
incubado al polvo de células molidas. Se tapd el tubo y se agité suavemente

por inversion. Se incubd de 45-50 °C por 1 h con agitacién ocasional.

Se centrifugd a 5,000 x g por 10 min a 6 °C. Se transfirid el sobrenadante a un
tubo de centrifuga de 30 mL estéril. Se elimind el precipitado. Se anadié al
sobrenadante un volumen de fenol saturado con Tris-HCI pH 8.0. Se tapd el
tubo y se agitd suavemente por inversidon. Se dejé reposar por 2 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd a 8-10 krpm por 5 min a 6 °C. Se
recuperd el sobrenadante y se elimind el precipitado. Se anadié al
sobrenadante 1 volumen de mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1v/v). Se agitd suavemente por inversidon y se dejo reposar por 2 min a
temperafura ambiente. Se centrifugd a 8-10 krom por 5 min a 6 °C. Se
recupero el sobrenadante y se elimind el precipitado. Se repitid los fres pasos
anteriores. Al sobrenadante se le anadié 1 volumen de isopropanol frio (-15
°C) o 2 voliUmenes de etanol absoluto frio. Se agité suavemente por inversion.

Se dejo reposar 2 horas en bano de hielo.

Se centrifugd a 10 krpm por 15 min a 6 °C. El precipitado es DNA+ARN; se
descartod el sobrenadante. Se seco perfectamente la pastilla de DNA+ARN a
temperatura ambiente (en campana de flujo laminar) con el tubo invertido
en angulo de 45 °. Una vez que la pastilla o el tubo no tenga olor a alcohal, se
disolvio la pastilla de DNA+RNA seco en 100 uL de buffer TE pH 8.0 (anexo E),
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agitando muy suavemente y se guardd en congelacién a -15 °C hasta su

lectura en el gel.

En el gel se deben observar bandas distintivas de RNA de virus como se
muestra en la figura 13. Se utilizé el marcador molecular de 1klb DNA ladder

del laboratorio de Promega.

Figura 13. Cepa con bandas de ARN viral en U. maydis. Carril 5 cepa con presencia de RNA de

virus.

4.3.3 RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las 27 cepas que se obtuvieron fueron sometidas a los cuatro diferentes
Protocolo de Extraccién de ADN+ARN para la determinacion de presencia de
ARN viral, obteniendo los siguientes resultados:

En el protocolo de Extraccion de ADN+ARN de kit Wizard® Magnetic DNA se

lograron observar en un gel de electroforesis dos bandas muy pequenas al
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inicio de los carriles, sin embargo es solo una pequena canfidad de ADNy con

muy poca calidad para poder ser observada con facilidad (anexo F - Fig. 1).

En la prueba de inhibicidon para determinar cepas con ARN de virus de Puhalla
(1968), ninguna de las pruebas dio positivo, ya que todas las cepas crecieron
sin Ningun problema una a lado de la otra, sin observarse el fenomeno (anexo
F-Fig. 2).

En la prueba de inhibicion para determinar cepas con ARN de virus de Koltin
y Day (1976), ninguna de las pruebas dio positivo, ya que todas las cepas
crecieron sin ningun problema una encima de la otra, sin observarse el
fendmeno donde aparece un halo alrededor de las cepas killer (anexo F-
Fig.3).

Las cepas 1B, 3B, 13B y 16B utilizadas en el Capitulo Il para la evaluaciéon de
la produccion de huitlacoche, se sometieron ala determinacion de presencia
de ARN de virus mediante el protocolo extraccion de ADN+ARN de U. maydis
(Guevara, 1999). El marcador molecular que se utilizd tiene un rango de 250 -
10,000 bp, los tamanos de los fragmentos son 250, 253, 500, 750, 1000, 1500,
2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000, 10000 bp. En la figura 14 se pueden
observar dos bandas en las cepas 1B y 13B estas bandas tienen un peso
molecular muy alto con relacién al marcador que se utilizd. El peso de estas
bandas podria corresponder entre 5000 a 8000 bp, las cuales son mds grandes
en comparacion con las obtenidas enla figura 13 en el carril 5 donde también
se observan unas bandas pero con un peso molecular mds pequeno
(Guevara, 1999).
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Figura 14. Extraccion de ADN en gel de agarosa al 0.8 %. Cepas de Ustilago maydis 1B, 3B, 13B
y 16B utilizadas en la evaluacién de produccién de huitlacoche en invernadero (Capitulo Iil).

Flechas indican posibles bandas de RNA de virus. M= marcador molecular.

Sin embargo se ha encontrado en el genoma del U. maydis que se compone
de fres grupos de tamanos diferentes de ARN de doble cadena (dsRNA)
segmentos: H (pesado), M (medio), y L (ligero). Los segmentos de H se han
sugerido para codificar todas las proteinas virales esenciales, pero sin

evidencias moleculares (Jeong-Gu et al., 2001).

Por ofro lado una electroforesis de ARN de doble cadena de U. maydis de la
cepa P4 a 5-10 °C dio lugar a la resolucion arrugada entre los segmentos, se
ha enconfrado que un segmento de ARN de doble cadena, que
anteriormente se consideraban homogéneas, realmente contfiene dos
segmentos de ARN de doble cadena, que migra conjuntamente en el gel a
temperatura ambiente. Una de estas bandas contiene el gen de una foxina
codificada por el virus y la otra contiene un marco de lectura abierto para un
producto de gen desconocido. Los segmentos que se pueden encontrar son
para los pesados H1, H2a, H2b, H3 y H4; para los medios son M2a, M2b y M3y

para los ligeros L1 y L2. Estos segmentos a diferentes concentraciones de gel
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de agarosa y poliacriamida, temperaturas, pueden migrar en diferentes

posiciones alo largo del gel (Khimani et al, 1995).

El método de extraccion que se utilizd en la figura 13 y en la figura 14 se
realizaron de igual manera con una electroforesis, sin embargo al momento
de correr el gel en la cdmara no se realizdé a la misma concentracion de
agarosa, ni se utilizd el mismo voltaje y tampoco se registrd la temperatura,
pudiendo afectar posiblemente Ia ubicacién de las bandas en el gel de las
dos figuras, ademds que el tipo de cepa es diferente y no se tiene el
conocimiento si pudiese pertenecer a los diferentes ftipos de cepas con

caracteristica killer.

4.3.4 CONCLUSIONES

Los protocolos de Extraccién de ADN+ARN con el kit Wizard® Magnetic DNA,
la prueba de inhibicion para determinar cepas con ARN de virus de Puhalla
(1968), y la prueba de inhibicidn para determinar cepas con ARN de virus de
Koltin y Day (1976); no son una opcién para realizar extraccion de ADN para

U. maydis.

En el protocolo de Guevara (1999), posiblemente se pudo afectar la
ubicacién de las bandas por las diferentes pardmetros que se manejaron al
realizar la electroforesis, asi como también la falta de tiempo para examinar
mas muestras y poder determinar si existe diferencia entre cada una de ellas

y a qué tipo de cepa killer pertenecen.
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CONCLUSION GENERAL

Las semillas hibridas y criollas obtuvieron diferentes resultados en la produccion
natural ya que la susceptibilidad de las semillas y la patogenicidad del hongo
Ustilago maydis estdn estrechamente relacionados para obtener una

infeccidon masiva en el cultivo del maiz.

Las condiciones ambientales presentes en todos los cultivos difieren en la
produccién natural de huitlacoche obtenida para cada uno de estos, esto se
debe a las diferentes semillas utilizadas en cada uno y el cuidado que se le

dio a todos los cultivos siempre va a diferir de una region a ofra.

Las variedades hibridos presentaron en la produccién artificial mayor
susceptibilidad con las tres cruzas evaluadas a comparacion de las

variedades criollas.

Las cepas con color marrdn obscuro a negro presentaron una mayor
compatibilidad con ofras cepas en las pruebas de apareamiento, sin
embargo en la produccidon de huitlacoche y porcentaje de infeccion

presentaron menor patogenicidad.

En el protocolo de Guevara (1999), posiblemente se pudo afectar la
ubicacién de las bandas por las diferentes pardmetros que se manejaron al
realizar la electroforesis, asi como también la falta de tiempo para examinar
mdAs muestras y poder determinar si existe diferencia entre cada una de ellas

y a qué tipo de cepa killer pertenecen.
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ANEXO A

Esquema del acomodo de los tfratamientos dentro del invernadero
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ANEXO B

Figura 1. Método de inoculacién artificial realizado dentro del invernadero. A: Jeringa utilizada
para la inyeccion del inoculo. B: Inyeccion del inoculo en el canal de los estilos en plantas de
maiz. C: Bolsas de papel cubriendo las espigas para evitar la polinizacién.
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ANEXO C
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Figura 2. indice de severidad manejado en todos los tratamientos.
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ANEXO D
MEDIO DE CULTIVO (Puhalla, 1948)

Medio completo

e GClucosa10g

e Caseina hidrolizada 10 ml (2g directos para 1 litro de medio completo)

O

200g de caseina hidrolizada en llitro de agua purificada

e Extracto de levadura 'Difco' 1 g

e Solucidon de sal 250 ml

O

o

O

O

O

24g Nitrato de amonio (NH4NO3).
169 Fosfato de potasio dibasico (KH2PO4).
49 sulfato de sodio (Na2S04)
8g Cloruro de potasio (KClI)
2g Sulfato de magnesio penta hidratado (MgSO4-7H20)
1g Cloruro de sodio (CaCl2)
Aforar a 2 litros con agua purificada
8ml Solucién de elementos trasa
= 30mg Acido bdrico (H3BO3)
= 70mg Cloruro de manganeso (MnCl2)
=  200mg Cloruro de zinc (ZnCl2)
= 20mg Molibdato de sodio (NaMoO4)
=  50mg Cloruro férrico (FeClI3)
= 200mg Sulfato cuprico (CuSO4)
= Aforar a 500ml con agua purificada

Aforar a 2 litros con agua purificada

e Agua destiada hasta 1 litro.

e Agar2% (12g en 1 litro).

e pH 7.0 (antes de esterilizar).

En todos los medios solidos contienen 2% de agar. Medio completo fuerza

doble es un medio completo en el que se han duplicado todos los
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ingredientes excepto el agar y agua destilada. Los suplementos se anadieron
al medio minimo antes de la esterilizacion durante 10 min en una autoclave a
presion de 15 libras. Todos los medios se ajustaron a pH 7,0 antes de la

esterilizacion en autoclave.
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ANEXO E
REACTIVOS

Preparar 100 mL de Tris-HCI 2 M pH 8.0

Pesar 24.22 g de Tris-(hidroximetil)-aminometano base libre (Trizmma ™ Base,
Sigma No. Cat. T1503). Disolver en aprox. 60 mL de agua destilada. Ajustar el
pH a 8.0 usando HCI 6 M (o concentracion similar). Aforar a 100 mL con agua
destilada. Colocar en un frasco con tapa de rosca y esterilizar en autoclave
a 121 °C (15 psi) por 20 min. Dejar enfriar y almacenar a temperatura

ambiente.

Preparar 100 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0

Pesar 18.612 g de sal disddica dihidrato del dcido etilendiaminotetraacético
(Ethylenediaminetefraacetic acid disodium salt dihydrate 99+%, EDTA
Molecular Biology Tested, Sigma No. Cat. E5134). Disolver en aprox. 60 mL de
agua destilada. Ajustar el pH a 8.0 usando NaOH 2M (o concentracion similar).
Aforar a 100 mL con agua destilada. Colocar en un frasco con tapa de rosca
y esterilizar en autoclave a 121 °C (15 psi) por 20 min. Dejar enfriar y almacenar

a temperatura ambiente.

Preparar 100 mL de NaCl 5M

Pesar 29.22 g de cloruro de sodio (Sodium chloride, ACS reagent, >=99.0%,
Sigma No. Cat. $9888). Disolver en aprox. 80 mL de agua destilada y aforar a
100 mL. Colocar en un frasco con tapa de rosca y esterilizar en autoclave a

121 °C (15 psi) por 20 min. Dejar enfriar y almacenar a temperatura ambiente.

Sarkosyl™: N-Lauroylsarcosine, sodium salt, for molecular biology, 24%, Sigma
No. Cat. L9150.

Proteinase K™: From Tritirachium album. Sigma-Aldrich No. Cat. P2308.
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Agua destilada estéril: Esterilice agua destiada en autoclave a 121 °C (15 psi)

por 20 min. Dejar enfriar y almacenar a temperatura ambiente.

Buffer de lavado

Use estos volomenes de componente para preparar y obtener estos
voliUmenes de buffer de lavado
Componente ’
Concentracion final
100 mL 500 mL 1L
del componente
Tris-HCI 2 M pH
0.5mL 2.5mL 5mL 10 mM
8.0
EDTA 0.5 M pH
0.2mL 1 mL 2mL 1 mM
8.0
NaCl 5 M T mL 5mL 10 mL 50 mM
Agua destilada Aforar a 500 Aforar a1
Aforar a 100 mL
estéril mL L
Buffer de lisis
Use estos volomenes de componente para preparar y obtener estos
volUmenes de buffer de lavado
Componente .
Concentracion final
100 mL 500 mL 1L
del componente
Tris-HCI 2 M pH 8.0 TmL 5mL 10 mL 0.2M
EDTA 0.5 M pH 8.0 2mL 10 mL 20 mL 0.1 M
Sarkosyl™ (annadir en
0.1g 0.59g [Re] 1%(p/v)
polvo)
Proteinase K™ (anadir al
1 mg 5mg 10 mg 100 pg/mL
momento de usar)
Aforar a 10 Aforar a 100
Agua destilada estéril ] Aforar a 50 mL ]
m m

Preparar 100 mL de Buffer Tris-EDTA (TE) pH 8.0, 1.0x

Se disuelven 5 mL de Tris-HCI 2M pH 8.0 y 2 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0 en aprox.

80 mL de agua destilada en un vaso de precipitados de 100 mL. Ajuste el pH

a 8.0 con HCI o NaOH diluido. Se transfieren cuantitativamente a un matraz

de aforacion de 100 mL y afore a 100 mL con agua destilada. Coloque en
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frasco con tapa de rosca y esterilice en autoclave a 121 °C (15 psi) por 20 min.
Se deja enfriar y se almacena a temperatura ambiente. Antes de usar para
disolver DNA o RNA, diluya 1:10 con agua destilada estéril para obtener el
buffer TE 1x.

Mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1, v/v/v):

Phenol:.Chloroform:lsoamyl Alcohol (25:24:1, v/v/v), Sigma No. Cat. 2060.

103



ANEXO F

Resultados negativos de las pruebas realizadas para la extraccion de RNA
viral en cepas de U. maydis.

Figura 1. Protocolo de Extraccion de ADN+ARN usando el kit Wizard® Magnetic DNA. Fechas: se

observan dos bandas pequenas de ADN.

—

Figura 2. Prueba de inhibicidon negativas para determinar cepas con ARN de virus (Puhalla,
1968).
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Figura 3. Prueba de inhibicién para determinar cepas con ARN de virus (Koltin & Day, 1974).

Sélo se colocaron algunas fotografias representativas.
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PRODUCCION NATURAL DE HUITLACOCHE [Ustilago maydis (DC) Corda] EN

EL ESTADO DE AGUASCALIENTES

RESUMEN
El huitlacoche posee caracteristicas nutrimentales como altos niveles de fibra dietaria,
proteinas, aminoacidos, oligosacaridos, &acidos grasos esenciales, vitaminas, minerales y
compuestos fendlicos, lo que hace que pueda aportar un beneficio importante a la nutricion.
Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la produccion natural del huitlacoche en el
Estado de Aguascalientes, México. Se evaluaron siete municipios donde los muestreos se
realizaron completamente al azar por conveniencia con una superficie de 500 m? por hectarea
para cada tratamiento, los datos se obtuvieron cuando el elote estaba a punto de ser cosechado
y el hongo alcanzd el desarrollo de las agallas para los muestreos denominados tratamientos.
Las variables evaluadas fueron: indice de severidad (IS), porcentaje de incidencia (PI), gramos
de huitlacoche por mazorca infectada (GMI) y rendimiento por hectarea (RH). Los resultados
se analizaron mediante un analisis de varianza, prueba de Tukey (p = 0.05) y correlacion lineal
de Pearson. El tratamiento 3 (semilla criolla amarilla de temporal) en la localidad del Ejido de
Pefiuelas en el Municipio de Aguascalientes, fue el mejor y significativamente diferente a todos
los demas tratamientos, ya que obtuvo el mayor rendimiento por hectarea (90.554 kg ha™) y
presentd un mayor indice de severidad por mazorcas infectadas (18.67 %). Las semillas criollas

presentaron mayor produccién de huitlacoche.

PALABRAS CLAVE

Severidad, incidencia, temporal, riego, carbon comdn del maiz.
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NATURAL PRODUCTION OF CORN SMUT [Ustilago maydis (DC) Corda] IN THE

STATE OF AGUASCALIENTES.

ABSTRAC

Huitlacoche has nutritional characteristics as high levels of dietary fiber, protein, amino acids,
oligosaccharides, essential fatty acids, vitamins, minerals and phenolic compounds, which
means they can provide an important nutritional benefit. This research aimed to evaluate the
natural production of corn smut in the State of Aguascalientes, Mexico. Were evaluated seven
municipalities where the samples are completely made randomly by convenience with an area
of 500 m2 per hectare for each treatment, data were obtained when the corn was about to be
harvested and the fungus reached the development of the galls for the samplings called
treatments. The variables evaluated were: severity index (IS), percentage of incidence (Pl),
grams per infected ear of corn smut (GMI) and yield per hectare (RH). The results were
analyzed by analysis of variance, Tukey test (p = 0.05) and Pearson linear correlation.
Treatment 3 (yellow native seed temporary) in of Ejido Pefiuelas in the Municipality of
Aguascalientes was the best and significantly different from all other treatments, since I
obtained the highest yield per hectare (90 554 kg ha-1) and he presented a greater severity

index infected ears (18.67%). Native seeds showed higher production of corn smut.

KEY WORDS

Severity, incidence, time, irrigation, common corn smut.

INTRODUCCION

Huitlacoche es el nombre que se le da a las agallas o tumores que se forman en plantas de maiz
(Zea mays ssp. mays) y teozintle (Zea mays ssp. parviglumis) por la accién del hongo Ustilago
maydis. La produccion de este hongo no es planificada para el cultivo, se produce por
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infecciones naturales y al azar, ya que es considerado un patégeno y puede llegar a ser una
enfermedad devastadora para el cultivo de maiz dulce. La infeccion natural algunas veces no
es muy confiable, ya que la aparicion del hongo en el maiz depende de las condiciones
ambientales que conducen a la infeccion por el carbon y a la asociacion entre la etapa en el
desarrollo del hospedante durante el periodo de infeccion y el tejido de la planta en el cual se
forman las agallas (Pataky, 1991). El huitlacoche aparece en casi todas las regiones productoras
de maiz; las condiciones climéaticas favorables para su desarrollo son muy variadas: la
produccidn natural de este hongo puede aumentar en ambientes himedos (humedad relativa de
72 a 80 %) y templados (17 a 20 °C) (Villanueva, C. V, Cruz, Molina, D., J. D., Castillo, F. &
Zavaleta, E., 1999; Martinez-Martinez et al., 2005), y es mas frecuente en areas calidas (26 a

34 °C) y moderadamente secas (Agrios, 2006).

Existen diversos factores que favorecen el desarrollo del hongo U. maydis, como la
temperatura, la humedad relativa y el material genético. La gran mayoria de las variedades de
maiz presentan algun grado de resistencia al ataque del hongo, siendo las variedades de maiz
dulce las mas susceptibles a esta enfermedad (Pataky, J. K., Nankam, C., Kerns, M. R, 1995).
El huitlacoche es un alimento con caracteristicas nutrimentales esenciales para el ser humano.
Se ha encontrado que los altos niveles de fibra dietaria y oligosacaridos sugieren que el
huitlacoche puede aportar un beneficio importante a la salud, ya que dichos componentes han
demostrado estar directamente involucrados en disminuir el riesgo de contraer cancer de colon.
Asimismo, las concentraciones elevadas de compuestos fenélicos de este hongo proporcionan
una alta actividad antioxidante; dichos componentes bioactivos estan relacionados con la
disminucidn de la incidencia de enfermedades cronicas degenerativas (Pataky, 1991; Beas et

al., 2011; Méndez-Moran y Ruiz-Herrera, 2008).
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La evaluacion de genotipos de maiz para fines de produccion de huitlacoche permite conocer
su nivel de susceptibilidad genética (Pan, J. J, Baumgarten, A. M & May, G., 2008). El Estado
de Aguascalientes, México, es un buen productor de maiz y elote durante la temporada
primavera-verano-otofio (mazo-noviembre). Sin embargo, no existen datos sobre los materiales
genéticos de maiz susceptibles ni sobre la incidencia a la infeccion por Ustilago maydis en la
region. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion fue conocer la produccion natural del
huitlacoche en el Estado de Aguascalientes en diferentes variedades de maiz, localidades, tipo

de riego y épocas de siembra.

MATERIALES Y METODOS

El area de estudio se ubica en el Estado de Aguascalientes, localizado en la parte central de la
Republica Mexicana (101° 53° y 102° 52 O y 22° 27’ y 21° 28’ N), con una superficie de
5,680.33 km? (568,033 ha) que representa el 0.3% del total del pais. La division politica consta
de once municipios: Aguascalientes, Asientos, Calvillo, Cosio, Jesus Maria, Pabellén de
Arteaga, Rincon de Romos, San José de Gracia, Tepezala, San Francisco de los Romo y El

Llano (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia [INEGI], 2008).

El muestreo se realizd en siete municipios del Estado de Aguascalientes: Aguascalientes,
Asientos, Jests Maria, Rincén de Romos, San José de Gracia, Tepezald y El Llano, se
obtuvieron 13 tratamientos cada uno conformado por un municipio, localidad, periodo de

siembra, tipo de cultivo, utilidad de la semilla y tipo de semilla (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Tratamientos evaluados en cuanto a produccion natural de huitlacoche en

municipios del Estado de Aguascalientes.

Tto. Municipio Localidad PS TC Utilidad Semilla
1 Aguascalientes La Providencia mayo - agosto Riego Silo Aspros
2 Aguascalientes La Providencia mayo - agosto Riego Silo Unices (Ares)
3 Aguascalientes Ejido Pefiuelas  junio - septiembre Temporal Forraje seco Criolla
4 Jests Maria Posta UAA mayo - agosto Riego Forraje seco Cimarron
5 Jests Maria Posta UAA mayo - agosto Riego Forraje seco 2366
6 Asientos Francisco Villa mayo - agosto Riego Grano Cimarron
7  Rincén de Romos El Bajio mayo - agosto Riego Grano H9105W

Criolla de
8 Rinconde Romos  Ejido del Bajio  junio - septiembre Temporal Forraje verde  Villanueva,
Zacatecas
9 Rincénde Romos  Ejido del Bajio  junio - septiembre  Riego Forraje seco H9105W
Criolla,
10 San José de Gracia Paredes mayo - agosto  Temporal Grano Pozolero
blanco
San Antonio de
11 Tepezalad junio - septiembre  Riego Grano NB11
Tepezalad
San Antonio de
12 Tepezala junio - septiembre Temporal Grano Criolla
Tepezalad
13 El Llano De la Luz junio - septiembre Temporal Forraje seco Criolla

Tto. = Tratamiento, PS = Periodo de siembra, TC = Tipo de cultivo.
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La toma de muestras se realizo en formato en cinco de oros, con un total de 500 m? para cada
tratamiento. Las muestras del hongo se cortaron y se colocaron en hieleras para trasladarlas al
Laboratorio de Parasitologia Agricola del Centro de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Autonoma de Aguascalientes; la temperatura a las que se mantuvieron durante el traslado y
manipulacion fue de 25 °C £ 2 °C. Se tomaron en cuenta las variables medioambientales de
temperatura, precipitacion y humedad relativa a partir de la siembra hasta la cosecha para cada
una de las localidades con la estacion meteoroldgica del INIFAP mas cercana al sitio de
muestreo. Las muestras se fotografiaron, midieron y pesaron para cada repeticion por
tratamiento. Se evaluaron las siguientes cuatro variables:

indice de severidad (IS). Correspondi6 a la proporcion de los elotes cubiertos por agallas
formadas por el hongo, con la siguiente escala de severidad (cuadro 2) (Madrigal et al., 2010,
modificado por Dulce J. Aguayo Glz.).

Cuadro. 2. Escala para evaluar el indice de severidad del huitlacoche en maiz.

Grado de severidad

Escala Proporcién de mazorca infectada
Severidad 1 (S1) 1-20%
Severidad 2 (S2) >20-40%
Severidad 3 (S3) >40-60%
Severidad 4 (S4) >60-80%
Severidad 5 (S5) >80-100%

Porcentaje de incidencia (PI). Se determind como el nimero de elotes infectados con algln
grado de severidad dividido entre el nimero de elotes evaluados multiplicado por 100

(Madrigal et al., 2010).
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Gramos por mazorca infectada (GMI). Se evalu6 el peso total en gramos del huitlacoche
desgranado de todos los elotes infectados y se dividid entre el nimero de elotes infectados por
el hongo (Madrigal et al., 2010).

Rendimiento por hectarea (RH). Se obtuvo al multiplicar la densidad de poblacion de maiz

por los GMI, el P1'y el nimero de elotes por planta (Madrigal et al., 2010).

Los resultados se analizaron en un disefio completamente al azar. Los datos se sometieron a un
analisis de varianza (ANOVA\) con el programa estadistico SAS version 9.1 para determinar si
existian diferencias significativas (p < 0.05) entre las variables 1S, PI, GMI y rendimiento por
hectarea de los 13 tratamientos. Cuando se detectaron diferencias estadisticas, se procedio a la

comparacion de medias con una prueba de Tukey (p = 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

El IS fluctu6 de 0.17 a 18.67 %, el Pl vari6 de 0.05 a 6.7 %, el GMI fue de 3.38 2 49.81 gy el
rendimiento fluctud de 0.728 a 90.554 kg ha™* en los 13 tratamientos evaluados (Cuadro 3). Las
pruebas de significancia indicaron que al menos uno de los tratamientos fue diferente
significativamente para cada una de las variables evaluadas (p < 0.05). La comparacién de
medias de Tukey reflejé que el tratamiento 3 que correspondid al municipio de Aguascalientes,
Ejido Pefiuelas, con un periodo de siembra de junio-septiembre, en cultivo de temporal y con
semilla criolla, fue diferente significativamente en el IS con 18.67 %, en el Pl con 6.47 % y

RH de 90.554 kg ha™ con respecto a los demas tratamientos (p = 0.05).

Para el IS se obtuvo que los tratamientos 3 y 13 fueron diferentes significativamente con
respecto a los de mas tratamientos con un IS de 18.67 y 8. 10 %, respectivamente, para el PlI,
el tratamiento 3 y el 13 también obtuvieron los porcentajes mas altos con 6.47 y 2.0 %
respectivamente en relacion a los demas tratamientos, en los GMI los tratamientos 8 y 10 se
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diferenciaron del resto de los tratamientos al obtener 36.67 y 49.81 g, respectivamente; y para

el RH resaltaron los tratamientos 3 y 10 con una produccién natural de 90.554 y 46.500 kg ha

! respectivamente, siendo diferentes significativamente al resto de los tratamientos.

Los tratamientos 3 (Aguascalientes, Ejido Pefiuelas), 8 (Rincdn de Romos, Ejido el Bajio) y 13

(El Llano, Localidad De la Luz) sembrados en junio-septiembre y las semillas que se utilizaron

fueron de origen criolla y el tratamiento 10 (San José de Gracia, Localidad Paredes) sembrado

en mayo-agosto y con semilla criolla, en cultivo de temporal para los cuatro tratamientos.

Dichos tratamientos fueron los mejores y diferentes significativamente a los demas

tratamientos en cada uno de los caracteres evaluados (Cuadro 3).

Cuadro 3. Componentes del rendimiento de huitlacoche producido de manera natural en

el Estado de Aguascalientes, México.

Tratamientos IS (%) PI (%) GMI (g) RH (kg ha™)
1 0.17° 0.17°¢ 4.03° 1.299 ¢
2 0.17°¢ 0.10° Gtk 1.027 ¢
3 18.67 2 6.47 ° 8.68 ¢ 90.554 2
4 0.14° 0.14° 3.69° 0.728 °
5 0.89°¢ 0.41"% 9.54°¢ 7.109 ™
6 1.79°¢ 0.76 15.05 ™ 14.027 ™
7 1.07°¢ 0.48 17.10 ™ 10.283 ™
8 0.74° 0.26 ¢ 36.67 @ 22.119 ™
9 1.24° 0.48 "% 19.34 ¢ 11.311°%
10 3.68 " 0.74 % 49.81° 46.500°
11 1.44° 0.69 ¢ 8.99°¢ 12.886 ™
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12 0.21° 0.05°¢ 487 °¢ 1.469 ¢

13 8.10° 2.00° 521°¢ 16.863 ™

IS: indice de severidad; PI: porcentaje de incidencia; GMI: gramos de huitlacoche por
mazorca infectada; RH: rendimiento por hectarea. Medias con la(s) misma(s) letra(s) en la

misma columna son estadisticamente iguales, segun la prueba de Tukey (p = 0.05).

La aparicion del huitlacoche en el maiz depende de varios factores como las condiciones
ambientales, etapa del desarrollo de la planta del maiz, la susceptibilidad genética de la semilla
y patogenicidad del hongo (Pataky, 1991; Pataky et al., 1995; Pan et al., 2008). Lo que se
reflejo en la variabilidad de los resultados para el rendimiento por hectarea a causa de las
condiciones ambientales, tipo de semilla y tipo de cultivo que se utilizaron en cada una de los
tratamientos, ademas de las practicas agronémicas y los tipos de patogenicidad del hongo
prevalentes en las regiones evaluadas pudieron afectar significativamente los componentes del
rendimiento, ya que existe una amplia diversidad genética en Ustilago maydis, como lo ha

reportado Jiménez Becerril (2010) y Calderdn Fernandez (2010).

Los tratamientos bajo condicién de riego (Fig. 1) no reflejaron mayores rendimientos de
huitlacoche en las condiciones de precipitacion, a pesar de que este alimento esta formado
principalmente por agua (~90%; Beas et al., 2011), sin embargo, en la condicién de
temperatura hay una relacion estrecha con el rendimiento por hectarea (Cuadro 4). En los
tratamientos 3 y10 obtuvieron la mejor produccion natural del hongo, las condiciones
ambientales que se presentaron en los dos tratamientos son completamente diferentes (Fig. 2),

estas no estan relacionadas con el rendimiento que se obtuvo del hongo (Cuadro 4).
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Tipo de cultivo
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Figura 1. Comparacion de las condiciones ambientales en los tratamientos con riego.
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Figura 2. Comparacidn de las condiciones ambientales en los tratamientos de temporal.

Cuadro 4. Correlacion entre condiciones ambientales y rendimiento por hectérea para

los tratamientos con riego y temporal.
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Precipitacion (mm)  Temperatura (°C) Humedad relativa (HR)

RH (riego) 0.2477* -0.8658** 0.2775*

RH (temporal) 0.5434* 0.5622* 0.1405*

RH: Rendimiento por hectarea. **Correlacion significativa al nivel de 0.01. *Correlacion no

significativa al nivel de 0.05.

Algunos autores (Valdez et al., 2009; Salazar et al., 2013) mencionan que con el método de
inoculacion artificial y bajo condiciones controladas en la produccion, llegaron a obtener
rendimientos de hasta 15 t ha™ con maices criollos. La produccion natural para las semillas

criollas de temporal el mejor rendimiento fue de 90.554 kg ha™.

La produccion bajo el método de inoculacion artificial para maices hibridos es de 7 a 8 t ha™
(Martinez et al., 2000; Madrigal et al., 2010). En el presente trabajo se obtuvo que, para los
maices hibridos bajo riego, el tratamiento 6 resulté con el mejor rendimiento con cerca de
14.027 kg ha*, a comparacion del tratamiento 4 en donde se utiliz6 la misma semilla con 0.728
kg ha™ pero en diferente localidad. La temperatura promedio pudo haber determinado el mejor
rendimiento en el tratamiento 6, ya que hay una relacion estrecha entre estas dos variables

(Cuadro 4).

CONCLUSIONES

El tratamiento 3 a base de semilla criolla amarilla de temporal sembrada en junio-septiembre,
en la localidad del Ejido de Pefiuelas, Aguascalientes, mostr6 la severidad y porcentaje de
incidencia del carbédn del maiz (huitlacoche) mas alta con 18.67 y 6.47 % respectivamente, y

por tanto obtuvo el mayor rendimiento de huitlacoche con 90.554 kg ha™.
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El tratamiento 10 de la localidad de Paredes, San José de Gracia con semilla criolla pozolera
blanca de temporal sembrada en mayo-agosto, obtuvo en gramos por mazorca infectada por
huitlacoche el promedio mas alto con 49.81 g, sin embargo por su porcentaje de incidencia

bajo (0.74 %) mostrd un rendimiento de 46.500 kg ha™.

Las semillas hibridas y criollas difieren en los resultados de produccion natural ya que la
susceptibilidad de las semillas y la patogenicidad del hongo Ustilago maydis estan

estrechamente relacionados para obtener una infeccién masiva en el cultivo del maiz.

Las condiciones ambientales no estan estrechamente relacionadas con el rendimiento por

hectarea para las semillas criollas de temporal.
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