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SELECCION DE CEPAS DE Ustilago maydis PARA LA PRODUCCION
CONTROLADA DE HUITLACOCHE EN COMUNIDADES RURALES DE LA
REGION CENTRAL DE MEXICO
Victor Macuil Tlachino, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2017

La produccion de huitlacoche cuenta con técnicas bien fundadas para la infeccién de
maiz con el hongo Ustilago maydis, sin embargo, la infeccion no siempre se lleva de
la misma forma, dando como resultado variaciones en el desarrollo del hongo. En el
presente trabajo se aislaron cepas patogénicas y solopatogénicas nativas de la region
de Cholula, Puebla. Se estandarizé el aislamiento de esporidias mediante la técnica
de microdiluciones, y de 20 esporidias nativas, se realizaron 190 cruzas, de las cuales
12 cruzas positivas se lograron con las esporidias: e12, e14, e16, €18, €22, e24 y e25,
y 37 cruzas correspondieron a las esporidias €7 y e11. Se seleccionaron las esporidias
e2, e7,el11, el14, e18 y e21, las cuales se entrecruzaron con las cepas de referencia
CP-436 y CP-437. Se ubicaron en sus clases de compatibilidad, la e2 y e14 en la clase
l,ye18ye21 delaclase Il. También se estandarizo la elaboracion del inéculo mediante
el conteo de esporidias por densidad éptica y recuento celular, los resultados se
sometieron a una matriz de correlacion de Pearson en el programa SAS. Se analizaron
las variables concentracion contra absorbancia, arrojando una correlacion de 0.85, en
una concentracion de 1x10° esporidiassmL™". Finalmente, se probaron las cepas
seleccionadas infectando plantulas de maiz de la variedad Hue-CP-14, seleccionada
por su rapido ciclo (74 dias de floracion masculina y 81 dias de floracion femenina).
No se encontré efecto significativo por la fuente de variacion “variedad” y
caracterizacion de 2 ciclos de cultivo de maiz bajo invernadero. Las esporidias €7 y
e11 son cepas infectivas heterocarioticas, que formaron agallas a los 7 dias después
de la infeccion. Los hibridos infectivos CP-436xe7, CP-437xe7, CP-437xe11, CP-
437xe14, e7xe11 y CP-436xCP-437, evidenciaron la aparicion de infeccién a los 14
dias en promedio, después de la inoculacién.

Palabras clave: Densidad optica, infeccidon en plantulas, inéculo, Zea mays
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SELECTION OF Ustilago maydis STRAINS FOR CONTROLLED PRODUCTION
OF HUITLACOCHE IN RURAL COMMUNITIES IN THE CENTRAL REGION OF
MEXICO
Victor Macuil Tlachino, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2017

The production of huitlacoche has well-founded techniques for the infection of corn with
the fungus Ustilago maydis, however, the infection is not always carried in the same
way, resulting in variations in the development of the fungus. In the present work,
pathogenic and single pathogenic strains were isolated from the Cholula region,
Puebla. Isolation of sporidia was standardized using the microdilution technique, and
of 20 native sporidia, 190 crosses were made, of which 12 positive crosses were
achieved with the sporidia: e12, e14, e16, e18, e22, e24 and e25, and 37 crosses
corresponded to the sporidia e7 and e11. The sporidia €2, €7, e11, e14, e18 and e21
were selected, which were cross-linked with the reference strains CP-436 and CP-437.
They were located in their compatibility classes, e2 and e14 in class |, and e18 and e21
in class Il. We also standardized the preparation of the inoculum by counting sporidia
by optical density and cell count, the results were subjected to a Pearson correlation
matrix in the SAS program. The concentration against absorbance variables were
analyzed, yielding a correlation of 0.85, at a concentration of 1x10° sporidiasmL™".
Finally, the selected strains were tested by infecting maize seedlings of the Hue-CP-14
variety, selected for its rapid cycle (74 days of male flowering and 81 days of female
flowering). No significant effect was found by the source of variation "variety" and
characterization of 2 cycles of corn cultivation under greenhouse. The sporidia €7 and
e11 are heterokaryotic infective strains, which formed galls 7 days after infection. The
infective hybrids CP-436xe7, CP-437xe7, CP-437xe11, CP-437xe14, e7xe11 and CP-
436xCP-437, showed the appearance of infection at 14 days on average, after

inoculation.

Keywords: Optical density, huitlacoche, infection in seedlings, inoculum production,

Zea mays.
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I. INTRODUCCION

El huitlacoche es una enfermedad del cultivo de maiz causada por el hongo Ustilago
maydis, dicha enfermedad es caracterizada por la aparicién de tumores en los tejidos
aéreos de las plantas de maiz. U. maydis es un hongo de crecimiento levaduriforme
in-vitro y filamentoso in-vivo, pertenece a los basidiomicetes, del orden de los
Ustilaginales, o comunmente conocidos como carbones. Durante el ciclo de vida de U.
maydis se logran diferenciar tres tipos celulares: una forma unicelular, que
corresponde a la esporidia, es haploide y saprofita; una forma filamentosa dicariética,
que corresponde al estado patogénico del organismo; y una forma diploide, que se
conoce como teliospora, este estado solo se lleva a cabo dentro de los tumores de la
planta de maiz (Banuett, 2002).

Para que se logre obtener la forma dicaridtica infectiva de manera in-vitro, se debe
realizar una cruza entre dos esporidias compatibles, eventualmente la cruza realizada
se inocula en las plantas. La infeccion en el hospedero se evidencia por la aparicion
de clorosis, la concentracion de antocianinas que derivan en manchas rojas-moradas,
el retardo en el desarrollo de la planta, y la aparicion de malformaciones (Pataky and
Snetselaar, 2006). La formaciéon de teliosporas permite identificar el cierre del ciclo
biolégico de U. maydis como agente patdgeno en el cultivo de maiz, estas teliosporas
se localizan conglomeradas en el tejido tumoral de la infecciéon (Banuett and
Herskowitz, 1996). A medida que transcurre el tiempo el tejido tumoral madura y se
rompe liberando al medio ambiente las teliosporas, esta accidén permite iniciar el nuevo

ciclo biologico de U. maydis.

En varios paises productores de maiz, la aparicion de huitlacoche es considerada
como una enfermedad grave, porque implica una perdida en la produccion tanto de
forraje como de grano; sin embargo, para la agricultura mexicana la aparicion de
huitlacoche no es vista como una enfermedad dado que en los cultivos de maiz su
aparicion es muy escasa (Castafeda de Ledén y col., 2016), ademas recolectar
huitlacoche es una buena actividad porque en la gastronomia mexicana, y ahora poco
a poco en la alta gastronomia mundial, el huitlacoche es considerado un verdadero



manjar, cada vez la demanda en regiones como Europa, Asia y Norte América es
mayor. La produccion de huitlacoche va en aumento ocupando el tercer lugar en la
produccion de hongos comestibles, por debajo de cultivos como Agaricus bisporus y
Pleurotus ostreatus (Leon y col., 2014).

Sin embargo, paraddjicamente el estudio de la produccién de huitlacoche en su
mayoria se realiza fuera de la nacion mexicana, y las cepas comerciales cultivadas de
U. maydis, utilizadas en México para la produccién de huitlacoche de manera
controlada, son de procedencia extranjera de cepas mejoradas o seleccionadas.
Desde Tillet (1766), se comenzé con la infeccién de maiz por U. maydis de manera
inducida, y 251 afos después conocemos diferentes métodos de inoculacion, pero
ninguno estandarizado. La produccion de este hongo es hasta ahora un poco
complicada ya que, aunque se cuenta con técnicas bien fundadas la infeccidén no se
lleva siempre de la misma forma, dando como resultado variaciones en el desarrollo
de este, lo cual reduce la calidad y cantidad del producto. Dentro de los ultimos trabajos
realizados en México se encuentran los de Castafieda de Ledn y col. (2016), quienes
evaluaron la interaccion de diferentes variedades maiz contra cepas de U. maydis con
un enfoque de incremento de produccion, y el de Galicia y col. (2016), con la
identificacion de cepas patogénicas y su interaccion genética para inducir la infeccion.
Los resultados del presente trabajo muestran el comportamiento in-vitro de cepas de
U. maydis aisladas de elotes infectados nativos de la region, y su comportamiento in-
vivo en plantulas de maiz bajo condiciones de agricultura protegida.



Il. MARCO TEORICO
2.1 El hongo comestible Ustilago maydis

Las royas tienen mayor impacto econdmico como patdgenos de plantas y productos
agricolas. La enfermedad del carbon es un problema persistente ya que el hongo es
capaz de atacar al huésped en cualquier momento del ciclo fenologico del maiz,
generando sintomas como clorosis, tumores en hojas, tallos, espigas y mazorca, todo
esto genera un crecimiento pobre, como para que el cultivo logre ser utilizado para
forraje; y el conflicto mas importante es la limitacion en la produccion de grano (Estrada
y col., 2010). Los Ustilaginales, al cual pertenece U. maydis, forman parte de un
importante grupo de hongos fitopatdgenos con mas de 1200 especies que infectan a
mas de 4000 plantas monocotiledéneas en todo el mundo. De esas especies U. hordei
y U. nuda son los que atacan la cebada, U. nigra ataca a la avena, U. tritici ataca a
trigo, y U. maydis ataca a maiz (Ruiz-Herrera, 2008).

Solo el 1y 5% de plantas de los cultivos de maiz son infectadas por U. maydis en el
campo, por lo que en México este hongo no es considerado una plaga, y mejor aun,
constituye una ganancia extra para el agricultor, ya que una mazorca infectada tiene
un mayor valor en el mercado que si no lo tuviera (Ruiz-Herrera, 2008). Las agallas,
granos de maiz infectados por U. maydis, son comestibles y consideradas una
exquisitez en México y las modernas cocinas internacionales. El huitlacoche, como se
le conoce a las agallas en México, a pesar de ser considerado uno de los hongos de
gran sabor es también uno de los mas escasos, ya que de manera natural su
produccion se limita a la recoleccion esporadica en los cultivos de maiz. La region
centro del pais con los estados de Puebla, Estado de México, Hidalgo, Oaxaca,
Morelos, Tlaxcala y Ciudad de México es donde existe mayor consumo he incidencia
del huitlacoche (Villanueva y col., 2007).



2.1.1 Taxonomia y morfologia

Ustilago maydis pertenece a los Ustilaginales, un orden de los Basidiomicetes,
caracterizados por producir esporas en estructuras especializadas llamadas basidios,
que incluye a los patdégenos fungicos semiobligados de plantas, comunmente
conocidos como carbones. Los basidiomicetes producen sus esporas sexuales que
forman externamente sobre una estructura denominada basidio, constituida por cuatro
células de tipo levaduriforme, de tal manera que estos hongos son capaces de vivir
como saprofitos. En el cuadro 1 se realiz6 una clasificacion taxondémica de U. maydis

de Paredes-Lopez y Valverde (1999).

Cuadro 1. Clasificacién taxondmica de Ustilago maydis.

TAXON CARACTERISTICAS
Eucariética
Reino Fungi Pared celular (quitina)
Heteroétrofos
Subreino Eumycota No precisas vivir en medio tan acuosos
. Es fundamental la dispersiéon aérea de sus
Rama Amastigomycota
esporas
Filo Basidiomycota Poseen hifas septadas dicariotica
Formacion de basidios, meiosporangios que
Clase Basidiomycetes producen basiodiosporas exogenas,
uninucleadas y haploides
Subclase Heterobasidiomycetidae | El basidiocarpo esta ausente
Patdgenos peligrosos a plantas, con sélo la
Orden Ustilaginales etapa dicaridtica que es obligatoriamente
parasitaria
El basidio se desarrolla mediante la
. . germinacion de células de reposo de pared
Familia Ustilaginaceae .
gruesa (teliospora) que suelen ser negras y
llamadas esporas del carbon 6 tizon
Género Ustilago Esporas lisas, con espinas o reticuladas
Especie maydis Ataca al teocintle, maiz

Fuente: Paredes-Lépez y Valverde, 1999.



2.1.2 Ciclo de vida de U. maydis

U. maydis presenta 3 tipos de células a lo largo de su vida, la primera en forma haploide
unicelular y no patogénica, la segunda en forma filamentosa y patogénica, y la tercera
en forma diploide (Fig. 1). En esta ultima ocurre la meiosis para dar origen a la forma
haploide y reiniciar el ciclo (Banuett, 2002).

yeast-like

N
saprophytic
N

conjugation

meiosis

2N N+N
karyogam:
%:‘::g -« [oe [oe [oe )
development
in planta filamentous
pathogenic
parasitic

TN

teliospore
no vegetative growth

Figura 1. Transicién morfolégica del ciclo de vida de Ustilago maydis. Fuente:
Banuett, 2002.

El proceso de infeccion comienza con la plasmogamia de las esporidias, eso solo si
existe compatibilidad entre las esporidias, para generar una forma dicariotica capaz de
infectar al maiz, U. maydis no es un parasito obligado, pero es hasta cuando entra con
su hospedero que comienza a crecer de manera filamentosa. Esta invasion genera
una alteracion en el crecimiento del maiz, generando asi los tumores y agallas. Dentro

del hospedero ocurre la cariogamia y es asi que germinan las teliospora.

2.1.3 Genética de apareamiento

U. maydis se encuentra en la lista de los 10 hongos patégenos de plantas utilizado
como modelo (Dean y col., 2012), su genoma puede secuenciarse en un corto tiempo
dado su pequeno tamano (=20MB). Para el desarrollo de la forma dicariética



patogénica es necesario la fusiébn de dos células, dicho proceso esta regido por dos
loci genéticos que funcionan como un sistema de determinacion del tipo de

apareamiento.

El locus a es el encargado del control de la fusion de células haploides y el crecimiento
filamentoso del micelio dicariético. Un alelo codifica precursores para un factor de
apareamiento de feromonas lipopéptidicas (mfal y mfa2) y el otro especifica el
receptor (praly pra2) para la feromona secretada por células de tipo de apareamiento
opuesto. Por lo tanto, la fusidn de células haploides ocurre solamente entre células
que difieren la posicion del gen en el locus a, es decir, una célula a7 solo puede
fusionarse con una célula a2 (Bolker y col., 1992). A partir del reconocimiento de
feromonas las células forman tubos de conjugacion que orientan su crecimiento hacia
la fuente de feromonas, estas hifas de acoplamiento se funden en sus puntas y ambos
nucleos migra al citoplasma comun y forman una célula dicariética (Snetselaar y col.,
1996).

Actualmente, se conocen 33 alelos en el locus b, que codifican para dos proteinas de
diferente tamafio denominados bE y bW (Castafieda de Ledn y col., 2016). Las células
que llevan diferentes alelos a pero idénticos alelos b se fusionaran, pero no formaran
un dicarion estable y no son patdégenas para las plantas de maiz. Las proteinas de
homeodominio bW 'y bE pueden formar heterodimeros, pero sélo si se derivan de
alelos diferentes; Por ejemplo, la proteina bW1 es capaz de interaccionar con bE2,
bE3, bE4, etc., pero no con bE1 (Kamper y col., 1995). Se piensa que el heterodimero
de bWI/bE actua como un activador de transcripcion o represor que en ultima instancia
regula la expresion de los genes necesarios para la reaccién patogénica del dicarion
(Fig. 2) (Bolker, 2001).
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Figura 2. Interacciones entre los dos loci de tipo de apareamiento durante el desarrollo
de Ustilago maydis. El locus a codifica un sistema de reconocimiento de
células basado en feromonas, que desencadena la fusion celular. Después de
la fusion, diferentes alelos en el locus b inducen el desarrollo sexual y patégeno
mediante la formacion de un factor de transcripcion heterodimérico activo.
Fuente: Bolker, 2001.

2.1.4 Patogénesis

Bovey (1989), mencion6 que un patosistema esta formado por la presencia de un
agente causal virulento (patégeno), un hospedante susceptible y condiciones
ambientales favorables. En el caso de la simbiosis de U. maydis-maiz, el hongo
ingresa a las células de la planta a través de heridas, generadas por granizo y a traves
de las células epidermales de la lamina de las hoja, tallo o jilote, asi el hongo crece
hasta alcanzar el tejido bascular donde se ramifica (Jiménez, 2013). Banuett and
Herskowitz (1996), mencionan que el acoplamiento y la penetracién ocurre dentro de
un lapso de tiempo de 2 dias, durante estos dias los tejidos infectados pueden parecer
ligeramente cloroticos, pero hay pocos signos visibles de la infeccidn, de tal forma que
en esta etapa el dicarion se comporta como un hongo biotréfico. Pataky and Snetselaar
(2006), dicen que el crecimiento hifal se desarrollara tanto intracelular como
extracelularmente, esta invasion micelial ocurre entre 3 a 5 dias, ya que las células
vegetales siguen sometidas a la corriente del sistema vascular normal aun y cuando
estan invadidas por las hifas del hongo. Es a partir de una semana, 5 a 7 dias después

de la infeccién, que se puede observar un crecimiento anormal de las células



vegetales, también conocidos como tumores, pues las células vegetales siguen
creciendo y dividiéndose durante estas primeras etapas de la infeccion (Banuett and
Herskowitz, 1996).

A medida que los tumores se agrandan las hifas también lo hacen. La cariogamia de
las esporidias ocurre en las primeras etapas del crecimiento tumoral, y es seguida por
una rapida proliferacion de hifas a través de las células vegetales. Entre 8 y 9 dias
después de la inoculacion las paredes hifales se hinchan y gelatinizan, los protoplastos
pierden su forma cilindrica y se transforman a esféricas. Entre los 12 y 15 dias de
infeccion las esporas se agrandan y pigmentan, mismas que pueden ser vistas
saliendo de los restos de las hifas gelatinizadas, con cada teliospora formada en las
agallas del maiz infectado se completa el ciclo de vida de U. maydis (Banuett and
Herskowitz, 1996; Pataky and Snetselaar, 2006).

2.2 Cultivo de maiz (Zea mays)

El maiz (Zea mays), pertenece a la familia de las gramineas, es una especie anual
originaria de los trépicos de América Latina, domesticada por los pueblos indigenas de
México desde hace aproximadamente 10,000 afos. Fue introducida a Europa en el
siglo XVII (Deras, 2016).

El sistema radicular del maiz se desarrolla a partir de la radicula de la semilla, que
debe ser sembrada a una profundidad adecuada para para tener la cantidad de agua
necesaria y lograr un buen desarrollo. El crecimiento de las raices disminuye después
del emerger la plantula. Las primeras raices adventicias inician su desarrollo a partir
del primer nudo a una profundidad uniforme, sin relacién con la profundidad con la que
fue colocada la semilla. Un grupo de raices adventicias se desarrolla a partir de cada
nudo sucesivo hasta llegar a los siete o diez nudos, todos debajo de la superficie del
suelo. Estas raices adventicias se desarrollan en una red espesa de raices fibrosas.
El sistema de raices adventicias es el principal sistema de fijacion de la planta, y
ademas absorbe agua y nutrimentos. El tallo estd compuesto por una epidermis



exterior, impermeable y transparente, y el sistema vascular por donde circulan las
sustancias alimenticias, y una médula de tejido esponjoso y blanco donde almacena
azucares. Sus inflorescencias masculinas y femeninas se encuentran bien

diferenciadas:

La inflorescencia masculina es terminal y se le conoce como panicula, panoja, espiga
o "miahuatl", compuesta por un eje central o raquis y ramas laterales; a lo largo del eje
central se distribuyen los pares de espiguillas de forma polistica y en las ramas con
arreglo distico y cada espiguilla esta protegida por dos bracteas o glumas, que a su
vez contienen en forma apareada las flores estaminadas; en cada florecilla
componente de la panicula hay tres estambres donde se desarrollan los granos de
polen. Las inflorescencias femeninas, las mazorcas, se localizan en las yemas axilares
de las hojas; son espigas de forma cilindrica que consisten de un raquis central u olote
donde se insertan las espiguillas por pares, cada espiguilla con dos flores pistiladas
una fertil y otra abortiva, estas flores se arreglan en hileras paralelas, las flores
pistiladas tienen un ovario unico con un pedicelo unido al raquis, un estilo muy largo

con propiedades estigmaticas donde germina el polen.

El cultivo de maiz es el mas importante en México. Desde un punto de vista alimentario
los mexicanos tienen como base el maiz en su dieta, socialmente forma parte de su
cultura siendo que este cultivo tiene a Meéxico como centro de origen, y
econdmicamente hasta 2010 Garcia-Salazar y Ramirez (2012) mencionan que el
consumo nacional aparente de maiz blanco fue de 21.03 millones de toneladas y 9.78
de maiz amarillo. De acuerdo a SAGARPA-INEGI (2015) en el estado de Puebla el
cultivo del maiz ocupa 457,528 hectareas sembradas y de estas el 91.3 % se cultiva
bajo condiciones de temporal.

2.3 Biotecnologia de hongos comestibles

Los hongos comestibles constituyen un alimento muy apreciado como parte de la dieta
humana dentro de las culturas indigenas debido a sus atributos sensoriales y



nutricionales. Valdez y col. (2009), dicen que se consumen principalmente en el
sureste de Asia, Europa y Mesoamérica. Hasta 2009 se conocen cerca de 2000
especies de hongos comestibles; de los cuales aproximadamente 22 han sido cultivos
comercialmente y s6lo 10 se producen a escala industrial (Valdez y col., 2009). En
México, las especies de mayor importancia socioeconémica de acuerdo a Martinez-
Carrera y col. (2010), son Amanita caesarea, Lyophyllum decastes, Agaricus
campestris, Pleurotus ostreatus, Volvariella bombycina, Boletus edulis, Hypomyces
lactifluorum, Russula brevipes, Lactarius indigo, Ramaria flava, Collybia dryophila,
Amanita rubescens y Cantharellus cibarius.

En nuestro del pais, la produccion comercial de hongos comestibles ofrece ventajas
sociales, econdmicas y ecolégicas. De acuerdo a Valdez y col. (2009), se estima que
la produccion comercial en fresco es de aproximadamente 47 mil 468 toneladas
anuales. La importancia ecolégica de esta actividad econdmica radica en la utilizacion
y reciclaje de mas de 474 mil toneladas de subproductos agricolas, agroindustriales y
forestales. El cultivo de hongos en México ha evolucionada a diferencia de otros
paises. Por ejemplo, las setas (Pleurotus) en México comenzaron su cultivo en 1974
con una estimacién anual de 360 toneladas, a partir de ese afio su produccién se

incrementd notablemente alcanzando alrededor de mil 825 toneladas en 2005.

2.4 Desarrollo de la biotecnologia de hongos comestibles en México

Las especies de hongos comestibles cultivados y sus presentaciones se han
diversificado recientemente. U. maydis, hongo parasito del maiz y el producto de su
infeccion, el huitlacoche, es consumido en México, y sélo recientemente se ha logrado
desarrollar un sistema para su produccion controlada. Por su tipo de desarrollo como
un hongo patégeno del maiz, su produccion controlada representa retos
biotecnolégicos muy diferentes al de los hongos saproéfitos que se han cultivado
comunmente (A. bisporus, P. ostreatus/pulmonarius) (Castafieda de Leodn y col., 2016).
Reyes y col. (2009), mencionan que los hongos comestibles se considera como
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alimentos que ademas de su contenido nutrimental, mejoran la salud y reducen el
riesgo de contraer enfermedades. Esta idea genera oportunidades dentro de la
biotecnologia para la produccion de alimentos funcionales, que reduciran los gastos
meédicos y mejorarian la calidad de los alimentos de la poblacion. Pérez-Moreno y col.
(2010), comenta que los principales efectos atribuidos a los hongos medicinales son
antimicrobianos,  antifungicos, antivirales, antiinflamatorios,  antioxidantes,
antihipertensivos, antitumorales, citostaticos, cardiotonicos, reductores de los niveles
de colesterol y estimulantes del sistema inmunitario. En trabajos realizados por
Martinez-Carrera y col. (2010), se demuestra que las propiedades de los hongos
pueden extraerse mediante extractos acuosos y alcohdlicos, dichos extractos estan
compuesto principalmente por lecitinas y polisacaridos de alto peso molecular (a-
glucanos, B-glucanos, heteroglicanos, proteoglucanos y polisacaropéptidos), en dichos
trabajos se ha demostrado que tras purificar estas macromoléculas, se rescatan las
propiedades funcionales sin efectos secundarios adversos y que incluso pueden

modificarse quimicamente para mejorarlas.
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lll. MARCO DE REFERENCIA
3.1 Antecedentes histéricos del cultivo de U. maydis

En cuanto a su historia no hay ninguna fuente antigua donde haga referencia como
alimento especial de reyes prehispanicos, segun algunos autores en el cddice
Florentino o historia general de las cosas de la Nueva Espania, es de Bernardino de
Sahagun, donde aparece la imagen mas antigua (Fig. 3), el huitlacoche, cuitlacoche o
cuitlacochi -en nahuatl- o Ustilago maydis, en la presente disertacion se usa
huitlacoche, se concibe como “algo raro” que crece sobre la mazorca. En tiempos
prehispanicos, era visto como una anormalidad del maiz, como un producto indeseable
y molesto, porque significaba la pérdida de la mazorca. En el area maya, por ejemplo,
era algo anormal, provocado por la accion divina ligada a la lluvia, pero “ese algo no
tenia identidad cultural”; su conocimiento bioldgico en México se dio a partir de 1895
(Valadez, 2012).

Figura 3. Imagen del huitlacoche en historia general de las cosas de Nueva Espaia de
Fray Bernardino de Sahagun. Fuente: Tomado de Valadez, 2012.

3.2 La importancia de U. maydis como un hongo comestible cultivado

México es el octavo pais productor de maiz en el mundo (FIRA 2016), y ademas es
centro de origen del mismo, esto posiciona al maiz mexicano como una de los mejoré
aceptados por los agricultores, aunado a ellos la diversidad del relieve mexicano

genera condiciones que permiten a las variedades de maiz adaptarse a un amplio
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rango de condiciones climaticas y calidades de suelo. Sin embargo, los estudios
contemporaneos buscan la mejora de las variedades que ofrezca un mayor valor
nutrimental o en su caso un producto de mayor valor agregado, es aqui donde el
huitlacoche toma relevancia (Ledn y col., 2014), posicionando a la produccion de
huitlacoche en tercer lugar. Sobre todo, por conservar sus valores nutricionales o la
preservacion de su contenido de proteinas y vitaminas incluso después de haber sido
cocinado. De acuerdo a Ruiz (1999), gran parte del huitlacoche que se comercializa
es recolectado de los cultivos de maiz infectados de manera natural y de forma
esporadica, por lo tanto, la recoleccion del mismo se realiza de manera manual, lo cual
a su vez genera que este proceso incremente el costo de produccion; al proceso de
produccion anterior también debe sumarsele el costo de produccion del maiz, el de
desespigamiento, preparacion del inéculo, inoculacion de la planta y mantenimiento

del cultivo de huitlacoche (Tracy y col., 2007).

De tal manera que la produccion de huitlacoche se considera como un cultivo
alternativo, gracias a su valor econémico y debido al incremento de su popularidad
como alimento, y como alimento funcional, algunas empresas incluso ya lo venden

enlatado por que representa un importante ingreso economico.

3.3 México y la cultura por el huitlacoche

Ruan-Soto y Ordaz-Velazquez (2015), mencionan que en México se consumen
alrededor de 371 especies de hongos comestibles de manera tradicional, y dentro de
estas especies el huitlacoche (agallas de maiz infectadas por U. maydis) ocupa uno
de los primeros lugares, al ser identificado en la mayoria del territorio mexicano. Desde
la colonia, hasta el siglo XIX, el huitlacoche fue alimento de subsistencia para
indigenas y campesinos, en el siglo XX se convierte en alimento de la élite mexicana.
Es por esta razon que en México el huitlacoche se considera una herencia culinaria
desde épocas prehispanicas. Para los antiguos agricultores, cuando lo veian en sus

cultivos de maiz, era considerado como una maldicion, pero en el momento que se
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arriesgan a comerlo, se dieron cuenta de que era un verdadero manjar, y esa idea de
maldicién se convirtid en lo opuesto (Mesalles, 2016). Los chefs mexicanos exploran
Su uso en salsas y fusionandolos con otros ingredientes como el chile y el ajo para
resaltar su sabor y su textura, mismos que han sido adoptados por chefs de Francia y
otros paises, de acuerdo al consulado de México, menciona que la gastronomia
mexicana se encuentra entre las 5 primeras a nivel mundial, y dentro de esta

gastronomia el huitlacoche es altamente considerado (Mesalles, 2016).

3.3.1 Cepas cultivadas de huitlacoche

De acuerdo a Mata y col. (2010), en la actualidad la mayoria de las cepas utilizadas
en el cultivo de hongos comestibles comerciales provienen de 3 regiones
principalmente que corresponden a América del Norte, Europa y el sur de Asia. Estas
cepas provienen de colecciones que son y han sido utilizadas en diversas
investigaciones orientadas al incremento de especies comestibles y medicinales, el
mejoramiento del sistema de cultivo, la produccién de enzimas y la expresion
fisiologica para la adaptabilidad de los hongos dependiendo de la region. Las cepas
son mantenidas mediante la utilizacion de procedimientos de conservacién para
hongos. Garcia-Lépez y Uruburu-Fernandez (1991), hacen referencia a tres grupos,
meétodos de eleccion o de conservacion a largo y mediano plazo, y otros. Entre los
cuales los mas utilizados son la conservacion por resiembra en medio sélido (agar),
en aceite mineral, de esporas almacenadas en tierra, arena o silica gel, en agua

mineral, por liofilizacion, y en nitrogeno liquido.

3.4 Métodos de inoculacion

De acuerdo a Castafieda de Ledn y col. (2016), en México la inoculacién para la
produccion de huitlacoche de manera controlada se da de dos maneras: la induccion

rudimentaria de la infeccion y la produccion asistida. Ambas contemplan la utilizacion
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de teliosporas o de esporidias, pues en cualquiera de los casos se propicia que U.
maydis logre parasitar la planta, la diferencia entre la utilizacion de una o de otra sera
de tiempo. En el caso de utilizacidon de teliosporas como inoculo comienza a partir de
Tillet (1766), que optd por espolvorear los granos de maiz con teliosporas, y fue hasta
Holbert, y col. (1924), que inyectaron las teliosporas en la planta de maiz. La utilizacion
de teliosporas implica que estas primero deben germinar para obtener esporidias,
después las esporidias deberan cruzarse y eventualmente si las esporidias logran
encontrarse con genotipos diferentes (cruza positiva) habra un crecimiento filamentoso

parasitico.

La utilizacion de esporidias comienza con Brefeld (1888), aunque no de la forma que
actualmente se conoce, el opto por la aspersion de las esporidias a los granos de maiz
fue hasta Griffiths (1928), que utilizando jeringas hipodérmicas infecté a las plantas de
maiz con esporidias. Cuando se utilizan esporidias se reduce el tiempo de infeccion
en comparacion con la utilizacién de teliosporas, ya que se elimina el tiempo de espera
de germinacion de teliosporas, y el proceso comienza a partir de las cruzas entre
esporidias, si la cruza entre esporidias es positiva (genotipos diferentes) se lograra el

crecimiento filamentos infectivo.

3.5 Relacion variedades de maiz y susceptibilidad de infeccién

El maiz es el cultivo mas importante a nivel mundial ya que ha alcanzado hasta 817
millones de toneladas (Mejia, 2009), pero ademas este cultivo tiene a México como
centro de origen. México tiene una vasta cantidad de variedades de maiz, y no solo
eso, los trabajos de investigacion que se realizan dentro del pais han permitido generar
nuevas variedades, esto con el propdsito de “aumentar el rendimiento del cultivo”, sin
embargo, con la siembra de hibridos y variedades de alto rendimiento se ha propiciado
también la introduccion de enfermedades de bastante importancia, como el carbon de
la espiga causado por el hongo Sporisorium reilianum (SAGARPA, 2002). Cada
variedad de maiz responde a la infeccidn por U. maydis de manera diferente, esto se
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debe a la virulencia de la cepa, a la regidn del cultivo, a la fecha de siembra, y sobre

todo al clima del medio ambiente antes y después de la inoculacion.

De tal forma que entre variedades de maiz se tendra niveles de resistencia a
patogenos, y para el caso de la infeccidn de maiz por U. maydis, se ha evidenciado
que, tras realizar varias pruebas entre variedades de dicho cultivo, las de genotipo de
maiz dulce han presentado una buena susceptibilidad a la infeccién, lo cual resulta
idéneo para la produccion de huitlacoche (Castafieda de Ledn y col. 2016). En cuanto
al origen de las variedades se puede clasificar en dos: variedades criollas o nativas, y
variedad hibridas o sintéticas. La desventaja de utilizar variedades criollas radica en
su heterogeneidad genética y fenotipica que desencadenaran producciones
inconsistentes, mientras que en la utilizacién de variedades sintéticas las dos fuentes
de variacion antes mencionadas (genotipo y fenotipo) se reducen gracias a su
homogeneidad genética. Sin embargo, es importante conservar el pool genético que
nos ofrece las variedades criollas, porque sobre explotar solo una linea genética de
maiz biolégicamente implica estimular la resistencia al patdbgeno, ademas, aunque se
pretenda estandarizar la produccion el genotipo siempre interactuara con el medio
ambiente para expresar un fenotipo y debe recordarse que en el sistema huitlacoche

son dos organismos los que interactuan.

3.6 Valor nutricional

El grano de maiz por si solo ya es una fuente alimentaria en la dieta de las personas,
debido a que contiene una gran porcién de hidratos de carbono (Cuadro 2) pero una
vez que el hongo logra infectar al grano y transformarlo a huitlacoche los principales
valores nutrimentales crecen de manera considerable (Cuadro 3). En el caso de
proteina el grano de maiz contiene 9.91%, y este valor crece hasta 21% segun lo
reportado por Paredes-Lépez y col. (2000), tras la infeccion.
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Cuadro 2. Composicién quimica proximal (%) de las partes principales del grano de maiz.

Componente quimico Pericarpio Endospermo Germen | Total bs*
Proteinas 3.7 8.0 18.4 9.91
Extracto etéreo 1.0 0.8 33.2 478
Fibra cruda 86.7 2.7 8.8 2.66
Cenizas 0.8 0.3 10.5 1.42
Almidon 7.3 87.6 8.3 71.5
Azucar 0.34 0.62 10.8 2.58

*bs= base seca. Fuente: Tomado de Ortiz, 2006.

Las cenizas en grano de maiz son de 1.42%, mientras que tras la infeccion con U.

maiz el porcentaje alcanza valores entre los 2.9% (Valdez y col., 2010), como el valor

mas bajo, y hasta 7.5% de acuerdo a Loaiza (2010), como el valor mas alto. En cuanto

a la fibra el grano de maiz presenta un valor de 2.66%, muy poco si comparamos con

la produccién de huitlacoche que alcanza hasta 60.4% (Valdez y col., 2010).

Finalmente, la presencia de carbohidratos en maiz sano es de 74.08%, y una vez

infectado tiene valores que van desde 4% hasta 86.6% de acuerdo a Valdez y col.,

(2010) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Componente nutricional del huitlacoche.

Componentes (g/100 g base seca) Autores
Proteinas Grasa Cenizas | Fibra y Carbohidratos
11.5-164 1.6-23 52-7.0 16.0 -23.5 | 55.1-66.5 Valverde y col. (1995)
8.9-18.8 2.0-6.3 29-53 394-604 | 72.7-86.8 Valdez y col. (2010)
12.6 2.2 7.5 50.0 4.0 Loaiza (2010)
9.6-14.2 24-36 3.8-5.3 54 -65 6.4 -10.0 Beas y col. (2011)
10.0-14.5 27-6.5 3.4-6.2 75.6 - 82.7 Vanegas y col. (1995)
Paredes Lopez y col.
A-21. 6-11.1 4.3-6.1 62.6 -74.5
12.1-21.0 3.6-1 3 (2000)
Componentes (g/100 g peso fresco)
0.91-254 | 0.12-043 | 0.35-2.14 5.59 -8.36 Kealey a(q‘;é;o)s'kows“'

Fuente: Tomado de Castafieda de Ledn y col. (2016).

Chang and Miles (2004), mencionan que los hongos comestibles presentan un gran

numero de compuestos biolégicamente activos, como lo son los compuestos fendlicos,
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dichos compuestos ofrecen grandes beneficios a la salud y proteccion contra
enfermedades cronico degenerativas; es por esto que son fundamentalmente
considerados como parte de las dietas saludables y adicionalmente se han procesados

generando nutracéuticos.
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IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El Plan Puebla, inici6 1967 como un proyecto para elevar los rendimientos de la
agricultura campesina e incrementar la oferta nacional de alimentos basicos y
generacion de tecnologias para el cultivo de maiz (Gonzalez, 1990). Esta actividad
sigue constante en la region del Valle de Puebla, dada su importancia por ser una de
las principales productoras de dicha graminea. Esto ha permitido la variabilidad de
especias geénicas de maiz, es decir especies hibridas y criollas.

Por otra parte, las investigaciones que se han desarrollado en torno a U. maydis, han
confirmado que el crecimiento de huitlacoche esta estrechamente ligado con el tipo de
maiz que infecta. La produccion de huitlacoche hasta ahora ha sido poco constante,
dado que a pesar de que se cuenta con técnicas bien fundamentadas, la infeccion se
lleva siempre de formas diferentes, dando como resultado variaciones en la

produccién, lo cual reduce la calidad y cantidad del producto (Valdez y col., 2009).

Ademas, las cepas utilizadas actualmente son de procedencia extranjera, lo cual
representa una inversion por parte de los agricultores que puede evitarse si se utilizan
cepas nativas de la region, incrementando la adaptabilidad maiz-U. maydis a las
condiciones geograficas locales. Con esta investigacion se logré aislar cepas nativas
con capacidad infectiva como opcién para los productores de huitlacoche en el Valle
de Puebla, México.
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V. HIPOTESIS

De las cepas aisladas de U. maydis, alguna tendra capacidad infectiva en cultivo de

maiz bajo condiciones de invernadero.

VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Seleccionar una cepa de U. maydis altamente infectiva y con caracteristicas optimas
que requieren los productores de huitlacoche de la region central de México.

6.2 Objetivos especificos

1. Generar hibridos de U. maydis con potencial infectivo.
2. Estandarizar el método para elaboracion de inéculo de U. maydis.

3. Proponer una estrategia de cultivo de U. maydis con cepas seleccionadas a los
productores de maiz de la region central de México.
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VII. MATERIALES Y METODOS

Diagrama general de trabajo realizado en el presente proyecto de investigacion como
parte del Laboratorio de Hongos Comestibles, Medicinales y Funcionales, del Colegio
de Postgraduados Campus Puebla (Fig. 4).

Produccién de huitlacoche en invernadero

L 2
v v
Labores de cultivo Obtenciéon de _material silvestre de
huitlacoche
Siembra de 3 Aislamiento de esporidias nativas
variedades de maiz tipo
Caracterizacion Entrecruzamiento con cepas de

referencia (fenotipo fuzz)

Cosecha de maiz Seleccion de cepas infectivas

' !

Seleccion de una
variedad Cinética de cultivo en medio liquido

Determinacion de la concentracion de
esporidias por camara de Neubauer y D.O.

A 4

Elaboracién de Inoculo

—> Inoculaciéon en plantulas de maiz o

v

Caracterizacion de la infeccion

v

Confirmacién de la produccién de
telioesporas en agallas

v

Analisis de resultados

v

Propuesta de estrategia

Figura 4. Diagrama general de trabajo para la produccién de huitlacoche en invernadero.
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7.1 Fase de laboratorio
7.1.1 Elaboracion de medios de cultivo

Se empled medio papa dextrosa agar (PDA) y agua destilada estéril, pesando 39 g/L,
las condiciones de esterilizacion fueron 121°C a 20 PSI por 22 minutos. El medio se
vertio en placas de Petri y se dejo gelificar bajo condiciones de esterilidad. Al medio
PDA se agregd carbon activado al 1%. Se esterilizd y se vertié en placas de Petri, se
dejo gelificar bajo condiciones de esterilidad. Para preparar el medio liquido malta (ML-
Malta) se diluyeron 30 g/L en agua destilada estéril, el medio se vertié en matraces de
50 mL con tapa, las condiciones de esterilizacién fueron 121°C a 20 libras por 22
minutos. Los matraces se dejaron enfriar totalmente sellados a temperatura ambiente

antes de utilizar.
7.1.2 Material biolégico

Las esporidias utilizadas en el experimento del hongo de Ustilago maydis (D.C.) Corda,

se aislaron de agallas frescas de la localidad de Cholula, Puebla, México (Fig. 5).

México

-
n ol 0 100 Km.

Figura 5. Ubicacion de la localidad de Cholula, Puebla, México que ubica la procedencia de
la cepa CP-897 de Ustilago maydis.
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Para la confirmacion de cepas patogénicas, se utilizaron dos cepas haploides
registradas como CP-436 y CP-437 del Centro de Recursos Genéticos de Hongos
Comestibles, Funcionales y Medicinales (CREGENHC) del Colegio de Postgraduados,

Campus Puebla.
7.1.2.1 Aislamiento de teliosporas nativas por diluciones

Se realizaron dos tipos de aislamientos, el primero consistio en el aislamiento de las
teliospora de las agallas de huitlacoche para posteriormente pasar al aislamiento de
las esporidias, que surgen de la germinacion de las teliosporas. Ambos procesos

forman parte de uno solo y se puede apreciar en la figura 6.

| Microdiluciones de telioesporas en agua |

| Aislamiento de telioesporas |

l

| Siembra en medio PDA |

!

| Crecimiento de telioesporas |

!

| Microdiluciones en agua |

|

| Aislamiento de esporidias |

!

| Siembra en medio PDA |

Figura 6. Diagrama de flujo para el aislamiento de teliosporas y esporidias.

Se tomaron tejidos de las agallas de la cepa CP-897 y se lavaron con una solucion de
hipoclorito de sodio al 1% (v/v). Una vez limpias se colocaron en tubos Eppendorf de
1.5 mL y se realizaron una serie de diluciones con 500 pyL de agua destilada estéril,
agitandose vigorosamente de manera manual. De la solucién de teliospora se
realizaron diluciones en agua destilada estéril como se muestra en la figura 7 hasta
llegar a la dilucién 1x107. 1x10™" 1x102 1x10° 1x10* 1x10® 1x10~
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Figura 7. Serie de diluciones para aislamiento de teliospora de Ustilago maydis.

7.1.2.2 Germinacion de teliosporas en medio de cultivo

De la ultima dilucion mencionada se tomaron 10 yL y depositaron en una caja de Petri
para poder aislar una teliospora. Cada teliospora aislada se incub6 en caja de Petri
con medio PDA (Difco) a 25 °C por 120 horas.

7.1.2.3 Aislamiento de una esporidia

A las 120 horas de incubacion la colonia formada de cada teliospora se estrié para su
rapida propagacion, y se siguié incubando a 25 °C por 48 horas. Transcurrido el tiempo
se tomo una asada de la colonia y se diluyé en 500 pL de agua destilada estéril, para
realizar una serie de microdiluciones como se muestra en la figura 8, hasta llegar a la
dilucién 1x10™'°. De esta dilucion se depositaron 10 pL en PDA (Difco) para aislar sélo
una esporidia. Las esporidias aisladas se incubaron a 25 °C.

W’W
500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500

uL  pL pL pL pb uL  pL pL uL  wL pL

1x10° 1x101 1x102 1x103 1x10* 1x10 1x10°% 1x107 1x10% 1x10? 1x10%0

Figura 8. Serie de diluciones para el aislamiento de una esporidia de Ustilago maydis.
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Las esporidias aisladas se incubaron a temperatura ambiente en medio PDA y se
observaron cada 24 horas al microscopio estereoscopio (Zeiss), con la ayuda de un
asa bacteriologica en anillo se fue estriando el crecimiento de la esporidia. Se realizé
una clasificacion morfologica de la colonia generada a partir de cultivo de una esporidia
aislada en medio PDA.

7.1.2.4 Cruzas intra-especificas

Las cruzas se realizaron unicamente con esporidias silvestres de U. maydis en la
campana de flujo laminar y con un asa bacteriolégica en anillo, se sembraron los pares

de cepas en paralelo con una separacion de 5 mm.
7.1.2.5 Seleccion de esporidias tipo

Esta seleccién se realizé contemplando el cambio de morfologia al realizar el cruce de
dos esporidias con respecto de su morfologia original.

7.1.2.6 Cruzas inter-especificas

Estas cruzas se realizaron entre las cepas silvestres y las cepas de referencia CP-436
y CP-437 del CREGENHC, se sembraron los pares de esporidias en paralelo con una

separacion de 5 mm.
7.1.2.7 Confirmacion del fenotipo Fuzz

Para la seleccion de cruzas, se contemplan las caracteristicas morfologicas de la
reaccion fenotipo Fuzz de la metodologia de Banuett and Herskowitz (1989), en medio
PDA (Difco) mas carbon activado (Hycel de México) para notar un contraste entre el
medio y la morfologia de las colonias. Las cruzas positivas seran aquellas que
presenten una morfologia de colonia algodonosa y blanca, y vista al microscopio se
puede observar un crecimiento filamentoso; mientras que una cruza negativa se
identifica por la formacién de colonias con morfologia cremosa, no flamentosa, y vista

al microscopio se observa un crecimiento levaduriforme.
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7.1.2.8 Seleccion de dicariones

La seleccion de los dicariones se realizé de acuerdo a la reaccion positiva de fenotipo
Fuzz y al cambio de las caracteristicas morfologicas de la colonia con respecto a su
morfologia antes de la cruza. El proceso general se aprecia en la figura 9.

| Esporidia aislada |

1

| Siembra en medio PDA |

]

l—{ Cruza —

Inter-especifica | | Intra-especifica

L»{ Siembra medio PDA+CA |<7

| Seleccion de Cruzas |

Figura 9. Proceso de seleccion de dicariones infectivos.

7.1.2.9 Cinética de crecimiento de esporidias tipo en medio de cultivo liquido

Dentro de la campana de flujo laminar se realiz6 la inoculacién de matraces de 125 mL
con 30 mL de ML-Malta, con la ayuda de un asa bacteriolégica en anillo se tomo una
asada de la colonia de esporidia y se coloco en el matraz, los matraces se mantuvieron
en el orbital a 140 rpm y 24 °C por 24 horas. Se tomaron alicuotas a las 4, 8, 12y 24

horas para realizar la curva de crecimiento.
7.1.2.9.1 Concentracion de esporidias por conteo en camara de Neubauer

Consiste en colocar un cubre objetos sobre la camara en posicion horizontal, a partir
de las alicuotas se tomaron 10 pL y se colocaron en el borde del cubre objetos de
manera suave y continua, permitiendo el llenado uniforme de la camara. Una vez
llenada la camara se coloco en el microscopio compuesto y con el objetivo de 10x se

realizé el conteo como se muestra en la figura 10.
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esporidias contadas X 10.000

esporidias/ml| =
[ p / ] numero de cuadros

Figura 10. Recuento de 5 cuadros grandes de la camara de Neubauer y formula para la
concentracion de esporidias por mL de Ustilago maydis.

7.1.2.9.2 Concentracion de esporidias por medicion de la densidad 6ptica

Para la medicion de absorbancia, del matraz de inoculacién se tomaron alicuotas de
500 pL y depositaron en un Eppendorf de 2 mL, con la ayuda de una micropipeta se
colocaron 5 repeticiones de 100 pL en cada pozo de la microplaca. La lectura del
ensayo se realizé en el espectrofotometro de microplacas a una A de 292 nm. Las

lecturas fueron descargadas en el programa Excel.
7.1.2.10 Elaboracién de in6culo

Con la ayuda de un asa bacteriologica en anillo se tomo6 una asada, de una caja Petri
con U. maydis inoculada en medio PDA durante 24 horas, y se colocé en 30 ml de ML-
Malta, previamente esterilizado, durante 12 horas a 140 rpm y 24°C dentro del orbital.
Trascurrido el tiempo se determina la concentracion de esporidias por mililitro de cada
cepa y posteriormente se diluyo para obtener una concentracion de 1x10°
esporidasemL”", utilizando agua destilada estéril como disolvente. La formacion de
heterocariones se realizd mezclando las monosporidias correspondientes al
tratamiento, pero bajo la misma concentracién de 1x10° esporidassmL™" utilizando la

ecuacion C1V1=CyV,, despejamos “V41” que nos ayudara conocer el volumen a diluir.

. H 13 ” [13 ” L4 13 C V ”
Dado que nosotros definimos la “C,” y “Vy" la ecuacion resultante es “V; =%,

1

finalmente, se realiz6 un homogenizado con la ayuda de vortex a 100 revoluciones

durante 10 seg. Todo el proceso se esquematiza en la figura 11.
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Figura 11. Diagrama para la elaboracion de indculo de Ustilago maydis en medio liquido.
7.1.2.11 Polifenoles totales

En la cuantificacion de polifenoles totales se usd el método colorimétrico-
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Muller y col., 2010).

Se utiliz6 una solucién saturada de carbonato de sodio, para eso se disolvieron 7.5 g
de carbonato de sodio en 100 mL de agua destilada. Para llegar a la saturacion de la
solucion he inducir la precipitacion del soluto se agregaron 0.3 g de carbonato de sodio
y se colocd en refrigeracion durante una hora. En un matraz aforado de 10 mL se
colocd 1 mL del reactivo Folin-Ciocalteau y se llevo el enrace con agua destilado. Para
la solucion stock de acido galico [1000 ppm], se pesaron 0.010050 g de acido galico y
se disolvieron en 0.5 mL de etanol como pre-diluyente, se colocd la solucion en un

matraz aforado de 10 mL y se llevo el enrace con agua destilada.

Curva de calibracién. En matraces aforados de 10 mL y envueltos con papel aluminio
para evitar la luz, se pusieron 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mL de la solucion stock de
acido galico, todos se llevaron el enrace con agua destilada. En una microplaca de 96
pozos se tomaron 5 réplicas de 20 yL de cada muestra. Posteriormente, se agregaron
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100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau, 75 yL de solucion saturada de carbonato de
sodio. La placa se incub6 a temperatura ambiente y en oscuridad por 2 horas. Al
término del tiempo de incubacién, se leyd la placa en un espectrofotémetro de
microplacas (EPOCH, Biotek) a una longitud de onda de 740 nm.

La ecuacion para el calculo de polifenoles totales como equivalentes de acido galico
se determin¢ el software EXCEL 2016, en base a los datos graficados de la curva de
calibracion. Con los valores de la solucién estandar de acido galico se construyé una
linea de tendencia, la ecuacion de la recta y el valor de R?. Los valores de la ecuacién
(y= mx + b) se utilizaron para determinar la concentracion del acido galico presente en

los extractos.

7.2 Fase de invernadero
7.2.1 Material vegetal

Material 1. CH1-CP-12, Nopalucan P.P.L. 2a. Nopalucan precoz, es una variedad
sintética generada por el Programa de Recursos Fitogenéticos del Campus Puebla del
Colegio de Postgraduados, formada con materiales de grano blanco de la region de
Libres, Puebla. Esta variedad es de ciclo precoz (90 a 95 dias a floracién femenina)
gue se adapta a condiciones de suelos con nivel de fertilidad media a pobre, en la
region de los Valles Altos de Puebla, con altitudes entre 2100 a 2500 msnm. Se
recomienda para siembras intermedias o tardias y el rendimiento potencial es de 6 ton
por hectarea. Esta variedad se recomienda para doble propdsito (grano y rastrojo).

Tiene mediana resistencia al acame.

Material 2. Zac-CP-14, Tropical 4 P.L. Tropi 1, es otra variedad sintética generada por
el Programa de Recursos Fitogenéticos del Campus Puebla del Colegio de
Postgraduados, formada con la linea S1 de grano blanco. Esta variedad es de ciclo
intermedio a tardio (105 a 115 dias a floracion femenina) que se adapta a condiciones

de suelos con nivel de fertilidad alto a intermedio, en la regidén de los Valles Altos de
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Puebla, con altitudes entre 2100 a 2500 msnm. Se recomienda para siembras
tempranas y el rendimiento potencial es de 8 a 9 ton por hectarea. Esta variedad se

recomienda para doble propdsito (grano y forraje). Manifiesta resistencia al acame.

Material 3. Hue-CP-14, Nopalucan U.P. PL semilla grande: Nopalucan Ultra Precoz,
es la variedad sintética generada por el Programa de Recursos Fitogenéticos del
Campus Puebla del Colegio de Postgraduados, formada con materiales de grano
blanco de la region de Libres, Puebla. Esta variedad es de ciclo muy precoz (75 a 85
dias a floracién femenina) que se adapta a condiciones de suelos con nivel de fertilidad
pobre a intermedia, en la region de los Valles Altos de Puebla, con altitudes entre 2100
a 2500 msnm. Se recomienda para siembras tardias y el rendimiento potencial es de

4.5 ton por hectarea. Tiene mediana resistencia al acame.
7.2.1.1 Labores de siembra

Para la siembra del material vegetal, se utilizd 22.5 kg de tierra negra y se colocé en
bolsa para invernadero (25 cm x 50 cm). Se humedecio la tierra a capacidad de campo
(CC) un dia antes previo a la siembra. Durante el transcurso de la mafiana se realiz6
la siembra de las semillas de maiz a una profundidad de 6 a 8 cm, con 4 semillas por
maceta y cubriendo con tierra, sin apretar la tierra para dejar que la plantula emergiera
mas facilmente. Se registr6 la temperatura durante todo el ciclo de cultivo de los

maices en el invernadero.
7.2.1.2 Caracterizacion de las variedades

Se sembrd el maiz en dos periodos (primavera y verano) bajos condiciones de
invernadero. Para la caracterizacién de las 3 variedades de maiz se consideran las
variables descritas en el cuadro 4. Se seleccion6 una variedad de maiz en base al
analisis estadistico para una mayor homogeneidad.
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Cuadro 4. Variables para la caracterizacién de maiz.

Variable Unidad de medida | Abreviatura
Altura de Planta m AP
Peso de la planta con elote Kg PPE
Longitud de la mazorca cm LM
Diametro de la mazorca cm DM
Color de grano - CG
Peso de la mazorca sin hoja y sin estigma gr PMSHE
Biomasa fresca (granos de elote) gr PG
Diametro del olote cm DO
Longitud del olote cm LO

7.2.2 Inoculacion en plantulas

La inoculacion de plantulas se realizé con 3 punciones a diferentes alturas de la planta
(figura 12), con la ayuda de una jeringa del #3 y aguja 21 g x 32 mm hipodérmica,
depositando 1 mL de in6culo con una concentracion de 1x10° esporiadias-mililitro'1,

los puntos “A” a “C” para conservar las condiciones de esterilidad del indculo.

S|

Figura 12. Punciones para infeccion de plantulas ae maiz con Ustilago maydis. A= 1"

puncién. B= 2% puncién. C= 3™ puncion.

7.2.2.1 Caracterizacion de la infeccion

Se tomo registro de la evolucion de la infeccidn considerando los parametros que se
muestran en los cuadros 5 y 6. La incidencia de la enfermedad se midi6 del 0 al 4,
yendo desde la planta sana a la muerte por la infeccion.
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Cuadro 5. Incidencia de la enfermedad en las plantulas de maiz con Ustilago maydis.
VALOR INCIDENCIA
0 Planta sana

Infeccién escasa (1 punto) en tallo

Infeccion regular (2 puntos) en tallo

Infeccién abundante (3 puntos) en tallo

ArlWOWIN]| -~

Muerte de la planta

Los valores asignados a los sintomas se definieron en base al efecto de la inoculacion
de U. maydis, desde la aparicion de clorosis a la formacion de agallas.

Cuadro 6. Sintomas de la enfermedad en las plantulas de maiz con Ustilago maydis.

VALOR SINTOMA
1 Clorosis
2 Presencia de antocianinas (manchas rojas)
3 Formacion de tumor
4 Aparicion de agallas

7.2.2.2 Seleccion de cepas infectivas de U. maydis

Terminado el ciclo de infeccion de U. maydis en las plantulas, se seleccionaron
aquellas que lograron completar su ciclo hasta la aparicion de agallas. A partir de las
cepas que lograron terminar su proceso de infeccion hasta la formacién de teliosporas,
se recolectaron las agallas y bajo condiciones de esterilidad se confirmé su produccion
al microscopio, confirmando morfolégicamente la aparicion de éstas.

7.2.3 Diseno experimental

Se realiz6 un disefio experimental completamente al azar tanto para la seleccion de la
variedad de maiz como para la infeccion de las plantulas. Y= p+Ti+¢ij. Donde: Yj: es
la respuesta (variable de interés). y: es la media general del experimento. T;: es el

efecto de tratamiento. ¢ij: es el error aleatorio asociado a la respuesta Yj;.
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Se realizaron 26 tratamientos con 52 unidades experimentales. Se procedio a la
aleatorizacion de los tratamientos mediante el uso del software Statistical Analysis
System (SAS).
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Fase de laboratorio
8.1.1 Recoleccion de mazorca infectada

En la recoleccion de maiz infectado por U. maydis se tomo6 solo aquel elote que
mostrara una cobertura casi total con agallas de color café, y reduciendo de manera
selectiva la presencia de algunos otros patdogenos. Se seleccionaron las agallas de
manera equidistantes (Fig. 13).

Figura 13. Agallas seleccionadas para aislar las teliosporas de Ustilago maydis CP-897.

Muchas metodologias sugieran el lavado de las agallas para reducir contaminantes
del tipo microbiolégico, sin fisuras o que estan totalmente secas, pues dentro del maiz
existe un ambiente bastante humedo lo que ocasiona la proliferacion de algunos otros
patdogenos como: Physoderma maydis, Puccinia sorghi, Physopella zeae, que son
altamente frecuentes (Montano, 2015).

8.1.2 Teliosporas aisladas y germinadas en medio PDA

Después de haber sido lavas las agallas, en condiciones de esterilidad se realiz6 la
recoleccion de teliosporas en un sistema acuoso, para ser observadas al microscopio

(Fig. 14-A) y sobre todo para trabajar con micro-diluciones. Las micro-diluciones fueron
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sembradas en medio PDA, y para evitar la contaminacion por otros fitopatdgenos, se

uso gentamicina, de esta manera se observo un crecimiento libre de contaminantes
(Fig. 14-B).

Figura 14. Germinacion de teliosporas en medio de cultivo agar papa dextrosa de la cepa
CP-897 de Ustilago maydis. A=lmagen en el microscopio estereoscopio de
teliosporas. B= Crecimiento de teliosporas a diferentes niveles de concentracion.
C= Germinacion de una teliospora vista con el microscopio estereoscopio.

En la figura 14-C se aprecia la germinacion de una teliosporas, a través del microscopio
estereoscopio (Zeuss) y en medio PDA, donde de izquierda a derecha se observa
como la teliospora germina y después el tubo germinativo de la teliospora se bifurca

para seguir creciendo en el medio de cultivo.
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8.1.3 Esporidias aisladas y cultivadas en medio PDA

Cada una de las teliosporas aisladas fueron sembradas en cajas de Petri con medio
PDA (Fig. 15). La cepa nativa a partir de la cual se aislaron fue registrada y conservada
en el CREGENHC, con el registro CP-897.

Figura 15. Cultivo de una teliospora en medio agar papa dextrosa de Ustilago maydis (CP-
897).

Una semana después de haber sido aislada he incubada, el crecimiento de la colonia
fue muy lento, por lo tanto, para incrementar el area de colonizacién se adicion6 agua
destilada estéril y se estrié cada una de las colonias de esporidias. En la figura 16 se
muestra el crecimiento de una esporidia después de haber sido propagada para ocupar

un mayor espacio de colonizacion.

Figura 16. Colonia de una esporidia de Ustilago maydis (CP-897) en medio agar papa
dextrosa.
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8.1.4 Tipos de esporidias

Durante el aislamiento de esporidias se logré apreciar los fenotipos expresados de
manera in vitro de U. maydis en medio PDA. El primero (Fig. 17-A), fue una colonia de
color blanco con crecimiento promicelial en los bordes y por encima. La figura 17-B,

fue una colonia de aspecto liso 0 rugoso, sin un crecimiento en los bordes.

Figura 17. Caracterizacion de la colonia de una esporidia a las 48 horas de incubacién de
Ustilago maydis (CP-897).

8.1.5 Entrecruzamientos de esporidias nativas

A partir de 20 monosporicos aislados, se genero el cruzamiento mediante la técnica
de Banuett (fenotipo Fuzz) donde podemos observar, con un signo “+” una reaccion
positiva débil al cruzamiento de las cepas, con un signo “-” una reaccion negativa, y

con un signo “++” una reaccion positiva fuerte (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Reacciones del cruzamiento intra-cepa de monosporidias de Ustilago maydis.

Esporidias|2 |4 |5 |6 |7 |9 |11[12]|14|15|16|18|20|21|22|24|25|27|28 |30
2 -
4 I
5 N
6 N N R
7 ++ |+ | || -
9 e
11 + |+ |+ |+ |+ +] -
12 S S T o e
14 S I = o T I S (R
15 S T e I = o N O T IR iy
16 I 5 o TR N S S A IR (s
18 I = o S I (S O R (s
20 B IE = o T I S I [ i O T
21 I IE = o [ N S (i i i [ A U
22 I s o T e o S O I S [ N U R (s
24 B I = o [ S I [ T U N
25 I = o T e S I i e L TR T T S R I o =
27 I s T S I i i (R T (o e R
28 I i T e e e e L - R N (U i IR IR (s
30 | - |- -]+ -+ - -]+ -] -

Se realizaron 190 cruzas inter-especificas, de las cuales poco mas del 25% (49 cruzas)
correspondieron a reacciones positivas. De estas reacciones positivas 12
correspondieron a las cruzas de los monosporicos que se presentan en el cuadro 8.
Mientras que 37 correspondieron a la sumatoria del comportamiento de las cepas e7
y e11, las cuales en ambos casos al cruzar cada una de los monosporicos con estas
dos cepas su reaccidon siempre fue positiva. Este primer comportamiento evidencia
cepas heterocarioticas infectivas o también llamadas cepas solo patogénicas como lo
describen Galicia y col. (2016).
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Cuadro 8. Cruzas positivas de monospoéricos de Ustilago maydis.
e12xe16
e12xe22
e14xe16
e14xe18
e16xe22
e16xe25
e16xe28
e18xe22
e18xe24
e22xe30
e24xe25
e25xe30

e7xtodas las cepas
e11xtodas las cepas

8.1.6 Entrecruzamiento de esporidias tipo con cepas de referencia

A partir de las reacciones que se obtuvieron en las cruzas intra-especificas se
seleccionaron los monosporicos e7 y e11 como principales monospéricos de interés,
dado el comportamiento que tienen ante las demas cepas, junto con los monosporicos
e2, e14, e18 y e21, que fueron cruzados contra los monosporicos de referencia CP-
436 (a1b1) y CP-437 (a2, b2), mismo que han sido caracterizados molecularmente y
probados en campo por el CREGENHC.

En el cuadro 9 se observa la clasificaciéon de los monospoéricos nativos, siendo de la
clase | aquellos que reaccionan positivamente con el monospérico CP-437 y de la
clase Il los que reacciones positivamente con el monosporico CP-436. En cuanto a los
monosporicos e7 y e11, la respuesta en sus cruzas ha sido positivas con ambos
monosporicos de referencia (CP-436 y CP-437), de tal manera que no pertenece a una
sola clase y posiblemente se traten de cepas heterocaridticas.
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Cuadro 9. Ubicacion de las esporidias de Ustilago maydis en sus clases de compatibilidad.

CLASE | CLASE Il
(arbq) (azb2)
CP-436 CP-437
E2 E21
E14 E18
Heterocariones
E7
E11

8.1.7 Confirmaciéon mediante el ensayo de fenotipo Fuzz

Las imagenes de las esporidias tipo, del entrecruzamiento entre ellas mismas y el de
las cruzadas con otras esporidias en medio PDA+CA a 120 horas, de incubacién a
temperatura ambiente se muestran en la figura 18. En el caso del cruzamiento de las
cepas de referencia CP-436 y CP-437, se observan diferencias. La cepa CP-436 fue
de color gris/verde con bordes de estructura promicelial, mientras que la cepa CP-437
fue de color blanco/amarillo de bordes de apariencia rugosa y consistencia
levaduriforme, al cruzarse entre si, la cepa CP-437 se volvio totalmente blanca y con
una apariencia mas algodonosa, mientras que la cepa CP-436 se torn6 talmente de
color verde y conservando sus bordes con estructura promicelial. La cruza de las cepas
e2 con la e21 fue la cruza negativa nativa, esto porque al cruzar las dos cepas, la cepa
e21 de color blanco y bordes con estructura promicelial blanquecina con un centro de
apariencia levaduriforme, fue igual a su crecimiento aislado; mientras que, la cepa e2
de color blanco/amarillo y apariencia rugosa también conservo sus caracteristicas ya

sea cruzada o sola.

La cruza de las cepas e14 y e18 correspondié a una cruza positiva nativa ya que la
cepa e14 de apariencia rugosa y levaduriforme de color blanco/amarillo cambia al
momento de cruzarse, a una cepa menos rugosa, mientras que la cepa e18 de
apariencia levaduriforme color blanco y un halo cambia al momento de cruzarse a una
cepa con un borde de crecimiento promicelial. Finalmente, la cruza entre las posibles
cepas heterocaridticas, que correspondié a las cepas e7 y e11, al momento de

cruzarse no presentaron mayor cambio con respecto a su crecimiento aislado, de
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apariencia algodonosa y bordes con estructura promicelial, salvo la intensificacion de

su crecimiento con estructura promicelial y apariencia algodonosa.

Entrecruzamientos
CP-436 x CP-437

Tipo |
CP-436

e18

Heterocariones
e’ el1

Figura 18. Imagenes de cruzamientos en medio PDA+CA de esporidias seleccionadas.
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8.1.8 Tipos de entrecruzamientos

Dado que la clasificacion de las reacciones fue morfologica, se procedio a describir los
tipos de reaccion encontrados.

Reaccion negativa “-". Se clasifico de esta manera porque ninguna de las colonias
presento algun cambio en su morfologia con respecto a la colonia original aislada,
ademas tomando como referencia a la cruza de las cepas CP-436 y CP-437 no

comparte caracteristicas morfoldgicas similares a dicho cruzamiento (Fig. 19-A).

Reaccién positiva débil “+”. Se clasifico de esta manera porque existié un cambio en
la morfologia en al menos una de las colonias cruzadas con respecto a la morfologia
de la colonia original aislada. Puede presentar la formacién de un crecimiento
filamentoso algodonoso blanco, pero es muy débil en comparacién con la reaccion
positiva fuerte. Presenté una morfologia similar a la cruza de las cepas de referencia
CP-436 y CP-437 (Fig. 19-B).

Reaccion positiva fuerte “++”. Se clasificd de esta manera porque existié un cambio en
la morfologia de las colonias cruzadas con respecto a la morfologia de las colonias
originales aisladas. Ademas, presento la formacion de un crecimiento filamentos
algodonoso blanco que se observo a simple vista por el contraste del medio. Con
respecto a la cruza de las cepas de referencia CP-436 y CP-437, esta reaccion fue
distinta por la gran formacién algodonosa promicelial que resalta de esta reaccion,

mientras que en la cruza de referencia fue minima (Fig. 19-C).
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Figura 19. Tipos de reacciones. A= Reaccion negativa (-). B= Reaccidn positiva débil (+). C=
Reaccion positiva fuerte (++).

8.1.9 Cinética de crecimiento de esporidias en ML-Malta

El crecimiento durante 24 horas de U. maydis, tanto de las cepas de referencia como
las cepas nativas se muestra en figura 20. Se aprecia que las cepas de mayor
produccion, y en orden de mayor a menor, son la €18, e21 y e2, las tres son colonias
de esporidias de la cepa CP-897 de procedencia nativa, en comparacion con las cepas
de referencian, de procedencia extranjera, que presentan un crecimiento menor siendo
primero la cepa CP-437 y luego la cepa CP-436 con el crecimiento mas bajo entre
estas dos, aunque de forma global a la CP-436 se le anexa la e14 como las cepas de

menor crecimiento entre todas.
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Tiempo (Horas)

Concentracién log (esporidias/mL)
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Figura 20. Cinética de crecimiento en ML-Malta de las cepas CP-436, CP-437, e2, e7, e11,
el14, e18 y e21 de Ustilago maydis.

8.1.10 Concentracion de esporidias por conteo en la camara de Neubauer

Las cepas de referencia, CP-436 y CP-437, mostraron un crecimiento menor que en
comparacion con las cepas nativas €18 y e21, sin embargo, entre ellas la cepa CP-
437 presentd un mayor crecimiento que la cepa CP-436.

Entre las cepas nativas que se diferenciaron en cuanto al recuento celular fueron las
cepas €18 y e21 (Fig. 21). Durante las primeras 4 horas y hasta la toma de muestra,
de mayor a menor, el orden de las cepas nativas fue: €18, e21, e11, e14,e2 y e7; al
final después de 24 horas, el orden de las cepas nativas en cuanto a la concentracion
de esporidias fue: €18, e21, e2, e7, e11 y e14. En un lapso de 12 horas existe una
concentracion de esporidias tal que se puede asegurar una infeccion del cultivo de
maiz, ademas la concentracion de esporidias a este tiempo permitid la
estandarizacion de la concentracion, asegurando que el volumen de pipeteo es

correcto y no se vio influenciado por la viscosidad del cultivo.
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Figura 21. Concentracion de esporidias de Ustilago maydis por conteo en la camara de Neubauer a 4, 8, 12 y 24 horas de

incu

bacion en ML-Malta
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8.1.11 Concentracion de esporidias por medicion de la densidad optica

El barrido espectral representa del in6culo a la radiacién electromagnética en
diferentes longitudes de onda, siendo este perfil propio del crecimiento de U. maydis
en medio liquido malta (Fig. 22). A partir del barrido se identificaron las longitudes de
onda de 292 nm y 364 nm como valores en donde se exploraria las microdiluciones de

diluciones de esporidias.

My

Absorbancia (nm)

Longitud de onda
A cpa3z7  ® cpa36
Figura 22. Barrido en el espectrofotometro de UV de las cepas CP-436 y CP-437 de Ustilago
maydis a 12 horas de incubacion.

La lectura de las diluciones de esporidias de U. maydis a 364 nm se observan en la
figura 23, presenta una amplitud de entre 0.1 a 1.5 unidades de absorbancia, con un
coeficiente de determinacion de 0.953, las diluciones corrieron de la mas concentrada
(10°) a la mas diluida (10°) con el blanco al final (B).
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Figura 23. Lectura de diluciones de esporidias de la cepa CP-437 de Ustilago maydis a
A=364 nm.

Mientras que, con un coeficiente de determinacion de 0.955, lecturas a 292 nm nos
permitieron trabajar en una amplitud de 1 a 3 unidades de absorbancia, esto es 36%
mas grande que con el ensayo a 364 nm (Fig. 24). De igual manera las diluciones
corren de la mas concentrada (10°) a la mas diluida (10°) con el blanco al final (B). De

esta manera se decidi6 trabajar con una A de 292 nm.
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Figura 24. Lectura de diluciones de esporidias de la cepa CP-437 de Ustilago maydis a
A=292 nm.
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Una vez establecida la longitud de onda de trabajo, se medi6 la densidad optica y
correlacion¢ la turbidez del in6culo con el conteo de esporidias. En la figura 25 se
concentran todas las esporidias de U. maydis medidas por D.O. a lo largo de 24 horas,
donde encontramos el mismo comportamiento que en la cinética utilizando el conteo
en camara de Neubauer, es decir, las absorbancias mas altas en su mayoria
correspondieron a las cepas nativas, lo cual resulté razonable por la alta concentracion

de esporidias

3.5

2.5

15

0.5

Tiempo (horas)

_O_CP-436 —*—CP_437 —0—e2 --k-¢7 —H—-ell --®™-¢el4 --9--¢218 -~ = e2l

Figura 25. Concentracién de esporidias por D.O. para las cepas nativas e2, e7, e11, e14,
e18 y e21y las cepas de referencia CP-436 y CP-437 de Ustilago maydis.

Se comprobd el comportamiento de los conteos de crecimiento de Ustilago maydis en
medio liquido malta, mediante recuento celular y densidad optica. Las variables:
absorbancia y concentracion se sometieron a una matriz de correlacion de Pearson.
En el cuadro 10 se observa que la absorbancia con respecto a la concentracién

presentd un coeficiente de correlacion de 0.85 y una significancia alta de 0.0001.
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Cuadro 10. Coeficiente de correlacion de Pearson, N=32. Prob > |r| suponiendo HO: Rho=0.

Absorbancia Concentracion
Absorbancia 1.00000 0.85315 P <.0001
Concentracion 0.85315 P <.0001 1.00000

8.1.12 Calculo de la concentracion de esporidias para la elaboracion del inoculo

Establecida y comprobada matematicamente la correlacion de la absorbancia con la
concentracion de esporidias, se procedié a desarrollar la ecuacioén del calculo de la

concentracion de esporidias por mililitro.

Asi por ejemplo si la concentracion inicial es de 37,913,505 esporidiassmL™ vy si
requerimos preparar 10 mL de indculo a una concentracion de 1 x10"® esporidiasemL”

1, entonces tenemos:

(1x106espe¥éd-éas
(T PEER (1omL)

(37,913,50565736%“““5)

Vi

0.264 mL de inoculo, seran diluidos en 9.736 ml de agua destilada estéril.

Thakur y col. (1989), Cota (2004), Valdez y col. (2009), Escalante (2013), y Hernandez-
Gasca (2016), han utilizado 1x10° esporidiassmL™ como concentracion de referencia
en la preparacion de inoculo a 24 y 48 horas de incubacion en medio liquido malta o
PDA, diluyendo para alcanzar la concentracion mediante un recuento celular. A partir
de las primeras 4 horas para las cepas de referencia tuvimos en promedio 346,500
esporiadiassmL™" y para las cepas nativas 622,250 esporiadiassmL™"; mientras que a
las 12 horas de incubacion para las cepas referencia tuvimos en promedio 3,417,500
esporiadiasemL”’, y para las cepas nativas 32,166,667 esporiadiassmL™". Con el tiempo
sigue aumentando el numero de esporidias dificultando su manipulacion, a 24 horas

de incubacion el inéculo se volvio denso y dificil de tomar un volumen exacto.
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8.1.13 Polifenoles totales

La concentracién de polifenoles totales para las cepas de referencia CP-436 y CP-437
se muestra en la figura 26, asi como para las 6 cepas seleccionadas nativas. La cepa
e2 alcanzé una produccion de 18.9 ugEAG/mL siendo esta la cepa de mayor
produccion, y la cepa de menor produccion fue la cepa e21 con tan solo 1.1 ugeAG/mL.
La cepa e14 tuvo una produccion de 15.5 ugEAG/m, la cepa e7 una produccion de
14.1 ugeAG/mL, la cepa e11 una producciéon de 7.2 ugeAG/mL y la cepa €18 de 2.2
ugEAG/mL, 4 valores que se encuentran por debajo de la produccion de las 2 cepas
de referencia, CP-436 con una produccion de 17.7 ugEAG/mL y la cepa CP-437 con
17.7 ugeAG/mL.

25

é 20
N \
g .
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g .
blanco CP-436 CP-437 e2 e7 ell el8 e2l

Seriel 0 17.790  17.753 | 18.914 14.108 | 7.258 | 15.581 2.266 @ 1.129
Cepa

Figura 26. Polifenoles totales de las cepas seleccionadas de Ustilago maydis en medio
liquido malta.

De manera natural encontramos genotipos capaces de producir una mayor cantidad
de polifenoles, mismos que si los incluyes como parte de la dieta, mejora la estabilidad
frente a la oxidaciéon de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Steinbert y col.,
1989), ademas estimulan el sistema inmune, incluso tienen injerencia en la regulacion
del metabolismo de hormonas, asi como efecto antiviral y antibacteriano (Liu, 2004).
El huitlacoche en la dieta mejora la estabilidad frente a la oxidacion de las lipoproteinas
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de baja densidad (LDL), proceso que ha sido asociado de forma significativa con la

génesis de aterosclerosis y enfermedades del corazoén.

8.2 Fase de invernadero

Gaspar y col. (2010), realizaron caracterizaciones de maiz y dentro de ellas se
encuentran 8 variables basicas, altura de planta, peso de planta con elote, largo de
elote, diametro de elote, peso del elote sin bractea y sin estigma, peso de grano,

diametro de olote y largo de olote (Fig. 27).

Figura 27. Tres variedades de maiz sembradas en invernadero del programa de
mejoramiento genético del COLPOS-Puebla: CHI-CP-12, ZAC-CP-14, y HUE-

CP-14.
El experimento se calendarizé del 22 de marzo al 05 de octubre del 2016, con un
total de 218 dias. En la figura 28 se muestra el registro de temperatura a lo largo del
periodo mencionado, siendo 50 °C la temperatura mas alta registrada dentro del

invernadero, y la temperatura mas baja fue de 10 °C.
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Figura 28. Registro de temperatura durante los ciclos de cultivo de maiz dentro de
invernadero.

8.2.1 Caracterizacion del maiz primera siembra

Durante la primera siembra las 8 variables evaluadas en la caracterizacién del maiz
mostraron lo siguiente. Con respecto a la altura de la planta, la maxima fue de 4.65
m mientras que la minima fue de 1.54 m. Para el peso de la planta con elote, el valor
maximo fue de 1.84 kg y el minimo de 0.500 kg. El largo del elote alcanz6 una
longitud de 50 cm, y como minimo midié 15.5 cm. El diametro del elote fue de 8.28
cm como maximo, y como minimo 2.63 cm. El peso del elote sin bractea y sin
estigma fue de 370 g como maximo, y como minimo 110 g. El peso maximo del grano
fue de 180 g, mientras que como minimo peso 10 g. En cuanto al diametro del olote
como maximo fue de 4.46 cm, y como minimo de 1.51 cm. Finalmente, el largo del

olote alcanz6 un maximo de 24 cm, y un minimo de 9.50 cm (Cuadro 11).

52



Cuadro 11. Variables medidas en la caracterizacién de maiz en invernadero durante la

primera siembra.

N | Maximo | Minimo | Desviacion Media Mediana Moda
estandar

AP 45 4.65 1.54 0.674 3.538 3.64 3.80
PPE 45 1.84 0.50 0.288 1.331 1.38 1.38
LE 45| 50.00 15.50 6.863 34.572 35.25 36.50
DE 45 8.28 2.63 1.146 5.887 5.81 5.57
PESBE 45 | 370.00 | 110.00 58.431 215.111 215.00 140.00
PG 45 | 180.00 10.00 38.644 61.222 60.00 20.00
DO 45 4.46 1.51 0.531 2.910 3.02 3.18
LO 45 | 24.00 9.50 3.622 17.456 17.50 14.00

AP= Altura de planta. PPE= Pesos de planta con elote. LE= Largo de elote. DE= Diametro de elote.
PESBE= Pesos del elote sin bractea y sin estigma. PG= Peso de grano. DO= Diametro de olote.
LO= Largo de olote.

8.2.2 Analisis estadistico primera siembra

La siembra se llevo a cabo a partir del 22 de marzo al 13 de julio de 2016. La
temperatura oscilé entre 50 °C la maxima y 10 °C la minima. La variedad CHI-CP-12
tard6 74 dias de floracion masculina y 81 dias de floracién femenina, siendo esta la de
ciclo intermedio en comparacién con las dos variedades restantes (Fig. 29). Para la
variedad ZAC-CP-14 fue la de ciclo mas tardio con 76 dias de floracion masculina y
84 dias de floracion femenina. La variedad HUE-CP-14 fue la variedad de ciclo corto,

con 71 dias de floracién masculina y 78 dias de floracién femenina.

~ (0] (o]
o o o

Floracion (dias)

(o))
o

Variedad

BcHi-cp-12 Bzac-cp-14 BHue-cp-14

Figura 29. Tiempo de floracion masculina (DFFM) y floracién femenina (DFF) por cada
variedad de maiz para la primera cosecha.
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En el cuadro 12 se observa la significacion estadistica de los cuadrados medios del
analisis de varianza de las 8 variables medidas en esta primera siembra. Como se
puede apreciar para ninguna de las variables dependientes encontramos efecto
significativo frente a la fuente de variacion (3 variedades) a nivel invernadero, para
seleccionar los recursos vegetales estudiados. Lo mas importante fue que el peso del
elote sin bracteas y sin estigmas (PESBE), y el peso de grano (PG), considerado como
el rendimiento del sustrato, donde U. maydis crecera para su infeccion y posterior
comercializacidn, no fueron significativos de acuerdo al modelo estadistico planteado
frente a la fuente de variacion, las condiciones de invernadero fueron uniformes, se

evito influenciar las variables dependientes con respecto de la variedad de maiz.

Cuadro 12. Significancia estadistica de cuadros medios del analisis de varianza de 8
variables medidas de las 3 variedades sintéticas de maiz bajo condiciones de
invernadero, Puebla, durante el primer ciclo de maiz.

Variables Fuentes de Variaciéon | GL Cuadrado de la media | F-Valor Pr>F
AP Variedad 2 0.30984222"™ 0.3 0.7412
PPE Variedad 2 0.07072889"™ 0.43 0.6503
LE Variedad 2 123.3347222™ 1.27 0.2906
DE Variedad 2 0.29930889"™ 0.1 0.9026
PESBE Variedad 2 5086.66667" 1.02 0.3708
PG Variedad 2 4281.666667" 2.95 0.0633
DO Variedad 2 0.27872667"™ 0.42 0.6587
LO Variedad 2 0.10972222" 0 0.9958

AP= Altura de planta. PPE= Pesos de planta con elote. LE= Largo de elote. DE= Diametro de elote.
PESBE= Pesos del elote sin bractea y sin estigma. PG= Peso de grano. DO= Diametro de olote. LO=
Largo de olote. **=Diferencias altamente significativas (p<0.01); *=Diferencias significativas (p<0.05);
ns= Diferencias no significativas.

8.2.3 Caracterizacion del maiz segunda siembra

Durante la segunda siembra las 8 variables evaluadas en la caracterizacion del maiz
mostraron lo siguiente, la altura de la planta mas alta fue de 3.63 m mientras que la
minima fue de 2.16 m. Para el peso de la planta con elote, la planta que mas pesé tuvo
1.62 kg y la menor de 0.600 kg. El largo del elote alcanz6 un valor maximo de 37 cm,
y el minimo midié 20 cm. El diametro del elote fue de 8.28 cm como maximo, y como

minimo 4.14 cm. El mayor peso del elote sin bractea y sin estigma fue de 190 g, y
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como minimo 80 g. El elote con grano fue de 130 g, mientras que como minimo peso
35 g. En cuanto al diametro del olote como maximo fue de 3.98 cm, y como minimo de
2.39 cm. Finalmente, el largo del olote alcanzé un maximo de 24 cm, y un minimo de
11 cm (Cuadro 13).

Cuadro 13. Variables medidas en la caracterizacién de maiz en invernadero durante la

segunda siembra.

N Maximo | Minimo Desviacion Media Mediana Moda
estandar

AP 48 3.63 2.16 0.386 2.714 2.630 2.63
PPE 48 1.62 0.60 0.258 0.918 0.845 1.10
LE 48 37.00 20.00 4.019 29.366 29.500 27.50
DE 48 8.28 414 0.802 5.270 5.170 4.77
PESBE | 48 190.00 80.00 29.223 117.604 110.000 100.00
PG 48 130.00 35.00 21.850 69.240 70.000 70.00
DO 48 3.98 2.39 0.386 3.117 3.020 3.02
LO 48 24.00 11.00 2.531 16.130 16.000 15.00

AP= Altura de planta. PPE= Pesos de planta con elote. LE= Largo de elote. DE= Diametro de elote.
PESBE= Pesos del elote sin bractea y sin estigma. PG= Peso de grano. DO= Diametro de olote. LO=
Largo de olote.

8.2.4 Analisis estadistico segunda siembra

La variedad CHI-CP-12 tardo 81 dias de floracion masculina y 88 dias de floracién
femenina, siendo esta la de ciclo intermedio en comparacién con las dos variedades
restantes (Fig. 30). ZAC-CP-14 fue la variedad de ciclo mas tardio con 84 dias de
floracion masculina y 93 dias de floracion femenina, con respecto a las demas
variedades evaluadas. La variedad HUE-CP-14 fue la variedad de ciclo corto con 76

dias de floracion masculina y 84 dias de floracion femenina.
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Figura 30. Tiempo de floracién masculina (DFFM) y floracion femenina (DFF) por cada
variedad de maiz para la segunda cosecha.

En el cuadro 14 se observa la significacion estadistica de los cuadrados medios del
analisis de varianza de las 8 variables medidas en la segunda siembra. Se pudo
apreciar que para las variables altura de planta (AP), peso de plantas con elote (PPE)
y largo del olote (LO) encontramos efecto significativo, por parte de nuestra fuente de
variacion, la variedad. Sin embargo, dentro de este periodo de cosecha existe un factor
que no se contemplo en el analisis y que esta directamente ligado a las variables donde
encontramos efecto significativo, se trata del régimen de radiacion solar durante el
periodo de crecimiento. Si bien es cierto que las condiciones de cultivo fueron las
mismas, es decir, misma forma de fertilizacion, misma forma de riego, la realidad es
que el area dentro del invernadero para el cultivo del maiz seguia siendo 35.25m?, y
al ser un experimento continuo estas segundas unidades experimentales se colocaron
a lado de las primeras, asi que las plantas de maiz del primer cultivo interrumpieron la
cantidad de luz que recibian las plantulas de maiz del segundo periodo, sin dejar de
mencionar que las condiciones de luz de los meses de septiembre y octubre no son

iguales que las de marzo y abril, siendo estas ultimas el inicio de la estacion de otofio.
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Cuadro 14. Significancia estadistica de cuadros medios del analisis de varianza de 8 variables
medidas de las 3 variedades sintéticas de maiz bajo condiciones de invernadero,
Puebla, en el segundo periodo.

Variables Fuentes de Variacion |GL Cuadrado de la media |F-Valor Pr>F
AP Variedad 2 0.72457656 " 5.85 0.0055
PPE Variedad 2 0.34726658" 6.39 0.0036
LE Variedad 2 33.70265625,, 2.19 0.1234
DE Variedad 2 1.27590208,¢ 2.07 0.1378
PESBE Variedad 2 3169.14063, 3.08 0.0556
PG Variedad 2 594.16146, 1.26 0.2940
DO Variedad 2 0.18660625, 1.27 0.2913
LO Variedad 2 43.5950521" 9.18 0.0005

AP= Altura de planta. PPE= Pesos de planta con elote. LE= Largo de elote. DE= Diametro de elote.
PESBE= Pesos del elote sin bractea y sin estigma. PG= Peso de grano. DO= Diametro de olote. LO=
Largo de olote. **=diferencias altamente significativas (p<0.01); *=diferencias significativas (p<0.05);

ns= diferencias no significativas.

Para las variables de rendimiento peso del elote sin bracteas y sin estigmas (PESBE)

y peso de grano (PG), no encontramos efecto significativo de acuerdo al modelo

estadistico planteado de tal forma que las condiciones de cultivo fueron uniformes.

Para corroborar el no haber percibido efecto significativo en el analisis de varianza de

las variables PESBE y PG, y diferenciar las variables AP, PPE y LO, se corrié una

prueba de medias por Tukey con a de 0.05. En el cuadro 15 se muestran los promedios

en columna por variables, y nuevamente se comprobd que estadisticamente no existio

diferencia alguna entre dichas variables, considerando que la prueba agrupé las

variables dependientes como un solo grupo.

Cuadro 15. Diferencia de medias por la prueba de Tukey para las variables medidas por
variedad de maiz en la segunda siembra.

Variedad AP PPE LE DE PESBE PG DO LO
CHI-CP-12 [2.916® |1.0344% |30.156° |5.596° | 115.94° |64.281% |3.237° |16.031%
ZAC-CP-14 [2.735% |0.9678% |30.250° |5.103 |133.59° |70.313° |3.028° [17.828°
HUE-CP-14 |2.492° |0.7525° |27.691° |5.111° [105.78° |58.125° |3.086° |14.531°

AP= Altura de planta. PPE= Pesos de planta con elote
PESBE= Pesos del elote sin bractea y sin estigma. PG= Peso de grano. DO= Diametro de olote. LO=
Largo de olote. Medias con la misma letra en columnas, entre variedades y variables, no son
estadisticamente diferentes (Tukey, a <0.05; GL=45).
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8.2.5 Caracterizacion del maiz entre la primera y segunda siembra

Durante la segunda siembra las 8 variables evaluadas en la caracterizacion del maiz
mostraron lo siguiente, la altura de la planta mas alta fue de 4.65 m mientras que la
pequefia de 1.54 m. Para el peso de la planta con elote, la maxima fue de 1.84 kg, y
la minima de 0.500 kg. El largo del elote alcanz6 un valor maximo de 50 cm, y el
minimo midié 15.5 cm. El diametro del elote fue de 8.28 cm como maximo a .63 cm. El
peso del elote sin bractea y sin estigma fue de 370 g, y el mas bajo de 80 g. El peso
maximo del grano fue de 180 g, mientras que el minimo fue de 10 g. En cuanto al
diametro del olote fue de 4.46 cm a1.51 cm. Finalmente, el largo del olote alcanzo6 24

cm, y un minimo de 9.50 cm (Cuadro 16).

Cuadro 16. Estadisticos basicos de las 8 variables medidas en la caracterizacion de maiz en
invernadero durante la primera y segunda siembra.

N | Maximo | Minimo | Desviacion Media Mediana Moda
estandar

AP 93 4.65 1.54 0.682 3.113 2.96 2.63
PPE 93 1.84 0.50 0.341 1.118 1.10 0.71
LE 93 | 50.00 15.50 6.134 31.885 32.00 30.00
DE 93 8.28 2.63 1.026 5.569 5.57 5.57
PESBE | 93 | 370.00 80.00 66.853 164.785 147.50 100.00
PG 93 | 180.00 10.00 31.214 65.360 65.00 40.00
DO 93 4.46 1.51 0.471 3.0168 3.02 3.02
LO 93 | 24.00 9.50 3.160 16.772 16.50 15.00

AP= Altura de planta. PPE= Pesos de planta con elote. LE= Largo de elote. DE= Diametro de elote.
PESBE= Pesos del elote sin bractea y sin estigma. PG= Peso de grano. DO= Diametro de olote. LO=
Largo de olote.

8.2.6 Analisis estadistico entre primera y segunda siembra

Analizado los datos de cada cosecha por separado, se procedié a analisis las variables
rendimiento, peso del elote sin bracteas y sin estigmas (PESBE) y peso de grano (PG),
en un modelo de disefo de bloques al azar, considerando a la cosecha como bloque
(Software SAS Version University para el S.O. Windows 7).

La significacion estadistica de los cuadrados medios del analisis de varianza de las 2

variables consideradas como rendimiento, PESBE y PG, se aprecian en el cuadro 17.
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Se observa que no existio efecto significativo para la variable peso de grano (PG) de
acuerdo al modelo estadistico planteado frente a las fuentes de variacion del modelo,
cosecha y variedad, mas no asi para la variable peso del elote sin bracteas y sin
estigma (PESBE), arrojando diferencias altamente significativas.

Cuadro 17. Significancia estadistica de cuadros medios del analisis de varianza de 2 variables
medidas de las 3 variedades de maiz bajo condiciones de invernadero en dos
periodos de cosecha, Puebla.

Variables | Fuentes de Variacién GL |Cuadrado de la media F-Valor |Pr>F
PESBE Cosecha, Variedad 3 60959.0535" 21.96 <.0001
PG Cosecha, Variedad 3 2166.01607™ 2.18 0.0964

PESBE= Pesos del elote sin bractea y sin estigma. PG= Peso de grano. **= Diferencias altamente
significativas (p<0.01); *= Diferencias significativas (p<0.05); ns= Diferencias no significativas.

Para identificar la fuente de variacion que nos genero el efecto significativo dentro de
la variable PESBE en nuestro modelo, se muestra la suma de cuadrados tipo lll. En el
cuadro 18 se puede observar que el efecto de significancia fue dado por la fuente de
variacion bloque (que corresponde a la cosecha) con una probabilidad de menor a
0.0001 (altamente significativo), pero en ningin momento por la fuente de variacion
variedad, es decir, existieron diferencias estadisticamente significativas entre la 1% y
2% cosecha, pero no por la fuente de variacion.

Cuadro 18. Suma de cuadrados tipo Il de la variable peso del elote sin bractea y sin estigma
en el analisis de varianza.

Fuente DF Tipo Il SS Cuadro de la | F-Valor Pr>F
media

bloque 1 169372.9940 | 169372.9940 61.00" <.0001

variedad 2 13504.1667 6752.0833 2.43" 0.0937

**=Diferencias altamente significativas (p<0.01); *=Diferencias significativas (p<0.05); ns= Diferencias
no significativas

Sin embargo, tras realizar la prueba de medias para las variables PESBE y PG con
respecto a la cosecha, si encontramos a dos grupos estadisticos diferentes por la
prueba de Tukey con a de 0.01 (Cuadro 19), para el peso del elote sin bracteas y sin
estigma (PESBE), donde la primera cosecha fue la mas alta siendo el grupo “a”.
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Cuadro 19. Comparacion de medias por cosecha de maiz para las variables medidas en la
primera y segunda siembra.

Cosecha PESBE PG
1 203.002 57.6672
2 118° 69.240°2

PESBE= Pesos del elote sin bractea y sin estigma. PG= Peso de grano. Medias con la misma letra en
columnas, entre variedades y variables, no son estadisticamente diferentes (Tukey, a <0.01; GL=89).

La interaccion de la 12 y 2% cosecha de la variable peso del elote sin bracteas y sin
estigma (PESBE) se observa en la figura 31. Fue notorio como el rendimiento fue
mayor en la 1% cosecha, obteniendo para todas las variedades de maiz rendimientos
mayores que en la 2% cosecha, confirmando la posicion de la 1% cosecha como grupo

“a” en la prueba de medias de Tukey.

— 200
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PESBE (gr

o

1 2
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Figura 31. Interaccion entre la 1™y 2% cosecha para la variable peso del elote sin bracteas
y si estigmas (PESBE). 1= Primera cosecha y 2= Segunda cosecha.

8.2.7 Infeccion del maiz por U. maydis
8.2.7.1 Infeccién en plantulas de maiz

En el cuadro 20 se observa que las cepas e7 y e11 presentaron la aparicion de la
enfermedad a los 7 dias después de haber sido infectada la planta de maiz, también
el hibrido formado por las cepas CP-437xe14 mostraron infeccion a los 7 dias después
de la inoculacion. A los 14 dias, el hibrido de referencia CP-436xCP-437 evidenciaron
la aparicion de la enfermedad; en el mismo lapso de tiempo los hibridos formados por
cepas nativas e7xe11, e14xe18, CP-436xe7, CP-436xe11 y CP-437xe7, mostraron la

aparicion de la enfermedad.
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Cuadro 20. Relacion de aparicidon de infeccion para todas las cruzas de las cepas de Ustilago
maydis cultivada en la variedad de maiz Hue-CP-14

Tiempo de infeccién (dias)

Registro

CP-436 - - - -

CP-437 - - - .

e2

o7 \ \ \ \
\ \ \ \

el1

e12 - - : :

e14 - - - ;

e16 - - - .

e18 - - - .

e21 - - : :

e28 -

e30 -

<l
<]
=1

CP-436xCP-437 -

e2xe21 -

=]
=]
=1

e7xel11 -

e12xe14 - - - -

e12xe16 - - - -

e12xe18 - - - -

e14xe16 - - - -

e14xe18 - \ \

e16xe28 - - - -

e18xe28 - - - -

e22xe30 - - - -

CP-436xe2 -

OP-436x67 - \ \ Y
\ \ \

CP-436xe11 -

CP-436xe14 - - - -

CP-436xe18 - - - .

CP-436xe21 -

CP-437xe2 -

P

CP-437xe7 -

CP-437xe11 -

=1
== =1
===

CP-437xe14

CP-437xe18 - - - -

CP-437xe21 - - - -
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Durante 28 dias se evalu6 el comportamiento de los monocariones en las plantulas,
(Fig. 32). Al ser monocariones de acuerdo a Banuett (1999), las plantas no mostraron
signos de infeccion al desarrollarse de manera natural; sin embargo, para las cepas
e7 y el11 fue de otra manera, estas cepas generaron en las plantas clorosis,
acumulacion de antocianinas e incluso, para la cepa e7, la aparicion de tumores en las
hojas a los 7 dias de la inoculacion, eventualmente la aparicion de agallas a las 18
dias después de haber sido inoculadas, con mayor tamafio en la zona del tallo cercana

al suelo.

Esporidias | Morfologia de la colonia Tiempo (dias)
en medio de cultivo 14 18 21 28

CP-436

CP-437

e’

el

e14

Figura 32. Seguimiento de la infeccion de diferentes esporidiasde Ustilago maydis en
plantulas de maiz cultivadas en invernadero.
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Los hibridos también fueron inoculados en las plantulas de maiz. El hibrido formado
por las cepas e2xe21 fungio en el experimento como control negativo nativo, dado que
en la reaccidn de fenotipo Fuzz al cruzar dichas cepas en cajas de Petri, no mostraron
cambio en la morfologia de sus colonias, y las plantulas inoculadas con este hibrido
tampoco mostraron evidencia de enfermedad (Fig. 33). El hibrido formado por las
cepas e14xe18 utilizado como control positivo nativo, evidencido un cambio de sus
colonias al cruzarse respecto a de manera aislada, sin embargo, en las plantulas de
maiz no produjo agallas, pero si detuvo el crecimiento de las plantas, presento clorosis
y necrosis en la parte aérea de las misma. El hibrido de referencia, formado por las
cepas CP-436xCP-437, cepas que han sido probadas in-vivo y caracterizadas
molecularmente en el CREGENHC, aseguraron la infeccion del maiz, confirmado
previamente con el fenotipo Fuzz, reaccidn positiva, y en el experimento se observé la
infeccion hasta la formacion de agallas en la parte aérea de las plantulas. El fenotipo
Fuzz al cruzar las cepas e7xe11 se aprecidé una reaccion positiva, y al momento de
inocular las plantas también se evidencia la capacidad infectiva de dichas cepas con
la formacion de tumores y agallas en la zona media del tallo de la plantula de maiz.

Ambas monoesporidias (e7 y e11) se cruzaron con cada una de las cepas de
referencia y aparecieron tumores en la parte area de las plantulas de maiz. El hibrido
formado con la cepa e14xCP-436, en el ensayo de fenotipo Fuzz dio resultado
negativo, que se comprobd en la inoculacién de plantas de maiz, mismas que no
presentaron signos de enfermedad. En el caso del hibrido formado por las cepas
e14xCP-437, la apariencia de la colonia no mostré una reaccién positiva, sin embargo,
al momento de inocular en las plantulas de maiz, la infeccion se llevd acabo, incluso

su desarrollo fue tal que produjo agallas en la zona del tallo cercana al suelo.
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Heterocariones | Morfologia Dias
en medio 14 18 21 28
de cultivo

\\}\\.‘;_‘
e2xe21 5‘{ /
b3y
23
e14xe18
CP-436x CP-
437
e7xel1
CP-436 x e7




CP-436 x e11

CP-437 x e7

+H
CP-437 x e11 / 10
CP-436 x e14 '
CP-437 x e14
\ i

Figura 33. Seguimiento de la infeccion de diferentes heterocariones de Ustilago maydis en
plantulas de maiz cultivadas en invernadero.

Dado que se establecieron dos siembras a lo largo del primero afio, como parte de la
caracterizacion del maiz, también se realizé para la prueba in-vivo de los hibridos

formados entre cepas nativas y de referencia que resultaron positivas en el primero
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experimento (Fig. 34). Las cepas e7 y e11 fueron cepas infectivas por si solas, sin la
necesidad de cruzarse con cualquier otra cepa, y llegaron a la formacion de tumores,
y con la cepa e7 hasta la formacién de agallas, que evidenci6 su capacidad infectiva.
El hibrido formado por las cepas CP-436xCP-437 son cepas infectivas una vez que se
cruzan entre si, en las plantulas se formaron agallas en la parte centro del tallo y aérea
de las plantulas de maiz. La cruza de las cepas e7 y €11 con la cepa de referencia CP-
436 resulto infectiva hasta la formacion de tumores, sobre todo en la parte media del
tallo de las plantulas de maiz; mientras que la cepa de referencia CP-437 con cada
una de las cepas nativas e7 y e11 también resultaron infectivas hasta la formacion de
agallas, en la parte area de las plantulas con la cepa e7, y en la parte media con la
cepa ell.

Los hibridos formados con la cepa e14 y cada una de las cepas de referencia
resultaron positivas, aunque para el hibrido CP-436xe14 las plantas solo presentaron
necrosis en la parte area, y en el hibrido CP-437xe14 hubo formacion de agallas en la
parte del tallo cercana al suelo, y en las partes aéreas (incluyendo las hojas de las
plantulas). El hibrido formado por las cepas e7xe11 fue infectivo, evidenciando la
enfermedad con la formacion de tumores en la parte media del tallo. Finalmente, se
realiz6 nuevamente la inoculacién del control positivo nativo, las cepas e14xe18,

mostro solo acumulacion de antocianinas y clorosis en la parte aérea de las plantas.
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Figura 34. Seguimiento de la confirmacion de heterocariones infectivos de Ustila
en plantulas de maiz cultivadas en invernadero.

8.2.7.2 Analisis estadistico de la infeccion

Para corroborar de manera estadistica, si existié algun efecto de la concentracién del
indculo con respecto al tiempo de aparicion de agallas de este experimento,
observamos la significancia estadistica de cuadrados medios del analisis de varianza
de la variable tiempo, en el cuadro 21. Con un valor de F calculada de 0.55 no existio

efecto significativo por la fuente de variacion que aplicamos en el modelo,
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estadisticamente el tiempo de aparicidn de agallas del indculo a una concentracion de
1x10° esporidiassmL™ con respecto del indculo a una concentracion de 5x10°

esporidias*mL™" fueron parecidos.

Cuadro 21. Significancia estadistica de cuadros medios del analisis de varianza de la variable
tiempo medida tras la inoculacién de plantulas de maiz.

Variable Fuente de Variacion GL | Cuadrado de la media F-Valor Pr>F

Tiempo Concentracién 1 24.5000000ns 0.55 0.4675
**= Diferencias altamente significativas (p<0.01). *= Diferencias significativas (p<0.05). ns= Diferencias
no significativas.

En el cuadro 22 se observa el analisis de medias por Tukey con a de 0.05, donde se
evidencian las dos concentraciones como un solo grupo, siendo que la diferencia en
dias entre las dos contracciones fue de 2 dias.

Cuadro 22. Comparacion de medias por concentracion del indculo de Ustilago maydis para
la variable tiempo.

Variable 1x10° esporidias/mL 5x10° esporidias/mL
Tiempo 12.4444 14.778a

Medias con la misma letra en fila, entre tiempo y concentracion, no son estadisticamente diferentes
(Tukey, a <0.05; GL=16).

8.2.7.3 Seleccion de las cepas infectivas de U. maydis

Para confirmar los resultados obtenidos en el primer experimento sobre las esporidias
nativas e7, e11, e14 y e18 se realizd6 otra infeccion, pero en esta ocasion
incrementando 5 veces la concentracion del inoculo de 1x10° a 5x10° esporidiassmL”’

y ademas con una variedad de maiz nativa del Valle de Jala en Nayarit, Colima.

Para la cepa e7 la aparicion de la enfermedad fue a los 7 dias después de la
inoculacién en ambas variedades de maiz (Cuadro 23). Mientas que para cepa e11 en
la variedad Hue-CP-14 la aparicion de la enfermedad fue a los 7 dias y para la variedad
de maiz Jala la aparicidon fue hasta los 21 dias, después de la inoculacién. Para el
hibrido formado por las cepas CP-437xe7 la aparicion de la enfermedad fue a los 7
dias en ambas variedades de maiz. Mientras que, para el hibrido formado por las
cepas CP-437xe11 en la variedad de maiz Hue-CP-14 la enfermedad aparecié hasta

los 28 dias después de la inoculacion, y en la variedad de maiz Jala a los 14 dias. En
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el caso del hibrido formado por las cepas CP-437xe14 fue a los 7 dias en la variedad
de maiz Hue-CP-14, y a 21 dias después de la inoculacion en la variedad de maiz
Jala. Finalmente, el hibrido formado por las cepas e7xe11 indujo la enfermedad a los
28 dias después de la inoculacién, pero en la variedad de maiz Hue-CP-14.

Cuadro 23. Relacion de aparicion de infeccion para las cruzas de las cepas de Ustilago
maydis que infectaron las variedades de maiz.

Registro Variedad de maiz Tiempo de infeccion (Dias)
7 14 21 28
o7 Hue-CP-14 \ \ \ \
Jala \J \l \l \J
Hue-CP-14 \ \ \ \
el
Jala - - \l \J
CP-436xCP-437 Hue-CP-14 - - \ \
Jala - - - -
CP-436x07 Hue-CP-14 - - \ \
Jala - - - -
CP-436xe11 Hue-CP-14 - - \ \
Jala - - -
CP-436xe14 Hue-CP-14 - - - -
Jala - - - -
Hue-CP-14 \ \ \ \
CP-437xe7
Jala \l \l \l \l
Hue-CP-14 ] ] - \
CP-437xe11
Jala - \l \l \J
N Hue-CP-14 \ \ \ \
Jala - - \l \J
7ol Hue-CP-14 ] ] - \
Jala - - - -
e14xe18 Hue-CP-14 - - - -
Jala - - - -

Los hibridos seleccionados fueron aquellos que lograron infectar las plantulas de maiz
hasta la formacién de agallas con teliosporas. Durante el primer experimento los
hibridos formados por las cepas CP-436xe7, CP-436xe11 y CP-437xe11, mostraron
evidencia de infeccién, dado que en el ciclo temprano de la enfermedad las plantulas
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de maiz presentaron clorosis y acumulacion de antocianinas, eventualmente la
enfermedad se desarroll6 hasta la formacion de tumores en los tallos y parte aéreas
de las plantulas, sin embargo, en un lapso de un mes no lograron obtener agallas y
pese a que se diseccionaron los tumores no se encontraron teliosporas. Por el
contrario, los hibridos formados por las cepas CP-437xe14, CP-436xCP-437 y e7xe11
si presentaron el desarrollo de la enfermedad en su totalidad hasta la formacion de
agallas con teliosporas (Fig. 35). Las plantas inoculadas con estos hibridos también
desarrollaron clorosis, acumulacion de antocianinas y formacion de tumores en las
primeras fases del ciclo infectivo. Las esporidias e7 y e11 por si solas se comportan
de manera infectiva en las plantulas de maiz, dado que se evidencia todo el ciclo
infectivo de U. maydis hasta la formacioén de agallas con teliosporas.

Repeticiones Infeccion Teliosporas

Cruzas Inter-especificas

6 -
CP-436xe7
6 -
‘CP-436xe1 1
6

aiCP-437xe7
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Figura 35. Heterocariones infectivos hasta formacién de teliosporas de Ustilago maydis en
la variedad de maiz HUE-CP-14.

Las esporidias e7 y e11 fueron infectivas en las dos variedades de maiz y desarrollaron
la enfermedad hasta la formacién de agallas con esporidias, igual que en el primero
experimento. El hibrido formado por las cepas de referencia CP-436xCP437 solo
desarrolld la enfermedad hasta la produccidén de esporidias en la variedad de maiz
Hue-CP-14 pero no en la variedad nativa. Mientras que, las cepas CP-436xe7, CP-
436xe11 y CP-436x14 evidencian la enfermedad en ambas variedades de maiz, pero
en ninguna llega a consolidarse con la formacién de teliosporas (Fig. 36).

Los hibridos formados por las cepas CP-437xe7 y CP-437xe14 si desarrollaron la
enfermedad en ambas variedades de maiz hasta la formacion de agallas con
teliosporas; mientras que el hibrido CP-437xe11 a pesar que desarroll6 la enfermedad
en ambas variedades de maiz, solo se llegd a la produccion de teliosporas en la
variedad de maiz Jala. El hibrido e7xe11 infecté hasta la produccién de teliosporas
solo en la variedad de maiz Hue-CP-14. Finalmente, el hibrido formado por las cepas
e14xe18 evidenciaron clorosis y acumulacion de antocianinas en ambas variedades

de maiz, pero no hubo formacion de agallas con presencia de teliosporas.
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Figura 36. Confirmacion de heterocariones infectivos hasta formacién de teliosporas de
Ustilago maydis en dos variedades de maiz (Hue-CP-14 y Jala).

8.2.7.4 Produccion de teliosporas

Las cepas que logran infectar hasta la formacion agallas, en el primero experimento,
fueron colectadas para su diseccion (Fig. 37). La infeccion de las cepas e7 y e11 por
si solas lograron infectar al maiz hasta la produccion de teliosporas, mientras que los
hibridos infectivos hasta la formacion de teliosporas fueron el e7xe11, CP-436xCP-437
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y CP-437xe14. Las teliosporas se observaron al microscopio y ademas se sembraron
en medio PDA incubadas a 24 °C durante 48 horas.

Registro Teliospora Aislamiento en Vista al microscopio
medio PDA

Y4

el1

e7xel1

CP-436xCP-437

CP-437xe14

=t 2P s Y A

Figura 37. Muestras de agallas vistas al microscopio de Ustilago maydis y aislamiento de
las mismas.

En el segundo experimento se recolectaron las agallas de los hibridos infectivos y se
sembraron en medio PDA, igual que en el primer experimento, las cepas infectivas
fueron e7 y e11, y los hibridos e7xe11, CP-436xCP-437 y CP-437xe14. A diferencia
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del primer experimento también fueron infectivos hasta la formacion de agallas los
hibridos: CP-436xe7, CP-437xe7 y CP-437xe11 (Fig. 38).

Registro Teliospora Aislamiento en MS-PDA | Vista al microscopio

Y4

el1

CP-436xCP-
437

CP-436xe7

CP-437xe7

CP-437xe11
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CP-437xe14

e7xel1

aislamiento de las mismas.
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IX. CONCLUSIONES

1. Las condiciones del invernadero no tuvieron efecto significativo sobre el rendimiento
de las tres variedades de maiz.

2. Las variedades de maiz cultivadas tuvieron el mismo rendimiento y diferente ciclo del
cultivo.

3. Se selecciono la variedad HUE-CP-14, ya que tuvo el ciclo mas corto de cultivo.

4. Se estandarizé en aislamiento de esporidias mediante la técnica de microdiluciones.
Se lograron aislar 20 monosporidias que fueron cruzadas entre si para identificar
hibridos infectivos mediante el ensayo de fenotipo Fuzz.

5. El ensayo de fenotipo Fuzz fue una prueba confiable para la seleccion de cepas con
capacidad infectiva, pero necesita comprobarse de otra manera, con técnicas
moleculares y pruebas de infeccion en plantas.

6. Se seleccionaron 6 monospdricos nativos, e2 y e14 de la case |; e18 y e21 de la clase
Il; y e7 y e11 como heterocariones.

7. Las cepas e7 y el11 presentaron capacidad infectiva, consideradas como cepas
heterocaridticas.

8. La estandarizacion del inoculo se realizO6 mediante el recuento celular y la
determinacion de densidad Optica.

9. El tiempo de aparicion de agallas del indculo a una concentracion de 1x10°
esporidiassmL™" con respecto del indculo de concentracion de 5x10° esporidiassmL”’
fueron estadisticamente iguales.

10.Los hibridos formados por las cepas CP-436xe7, CP-437xe7, CP-437xe11, CP-
437xe14, e7xe11 y CP-436xCP-437, presentaron capacidad infectiva hasta la

formacion de agallas en plantulas de maiz
X. CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

Con los resultados obtenidos en la presente investigacion se acepta la hipotesis,
logrando obtener cepas de U. maydis con capacidad infectiva (e7, e11 y CP-437xe14)
en plantulas de la variedad de maiz CP-HUE-14, bajo condiciones controladas.
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Xl. ESTRATEGIA PARA FOMENTAR EL HONGO JUstilago maydis
(HUITLACOCHE) COMO UN RECURSO GENETICO APROVECHABLE EN EL
VALLE DE PUEBLA, MEXICO

La biodiversidad es el conjunto de especies, asi como los ecosistemas y los procesos
que estas especies integran. La humanidad depende de la biodiversidad para su
subsistencia, por lo que es estratégico realizar una conservacion y manejo sostenible

de la misma para poder responder a las demandas actuales y futuras de la poblacién.

México, a nivel mundial es uno de los 5 paises con mayor diversidad bioldgica, y centro
de origen de recursos fitogenéticos como maiz, jitomate y algodon, entre otras. Sin
embargo, el gobierno mexicano ha optado por darle mayor importancia al ingreso de
tecnologias extranjeras y politicas “sin un correcto seguimiento”, o lo que es peor,
proyectos sin seguimiento continuo. Con lo anterior podemos vislumbrar una pérdida
de recursos genéticos, y fitogenéticos, ya que al entrar a este fenbmeno de
globalizacion deja de lado el aprovechamiento de la biodiversidad con la que cuenta,
y unicamente explota los de mayor demanda por el mercado global.

Una estrategia para la conservacion y aprovechamiento de la biodiversidad es el
fomento del mercado local, del consumo local, y sobre todo de proyectos que
contemplen un aprovechamiento integro de los recursos genéticos y fitogenéticos

locales que puedan ser aprovechados para un potencial de mayor demanda.
Ruiz-Herrera (2008), menciona que del 1y 5% de plantas de los cultivos de maiz es

infectadas por U. maydis, representan en México una ganancia extra para el agricultor,

ya que una mazorca infectada tiene un mayor valor en el mercado que si no lo tuviera
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OBJETIVOS
Objetivo general

Posicionar a Ustilago maydis como un recurso genético fungico que contribuya al
desarrollo agricola de la region del Valle de Puebla.

Objetivo especifico
1. Divulgar el conocimiento en torno a la infeccion de maiz por Ustilago maydis.

2. Evidenciar las areas de oportunidad de la producciéon de huitlacoche para los

agricultores.
3. Proponer el cultivo intensivo controlado de U. maydis en el Valle de Puebla.
IDENTIFICACION DE ACTORES

Sector académico, centros de investigacion e instituciones académicas se encargan
de desarrollar alternativas mediante proyectos viables con el objetivo de mejorar la
calidad de vida en los entornos social, politico, economico, cultural y ecolégico.

Ademas, cuentan con la capacidad de trasformar datos en informacion.

Sector gubernamental, a través de este sector se puede adquirir el financiamiento, y
la captacion de grupos interesados en el aprovechamiento de los recursos genéticos
y fitogenéticos en pro del desarrollo de pequefios, medianos y grandes productores
(SAGARPA y SEDESOL).

Sector economico primario, comprende a los pequefios, medianos y grandes
agricultores que contribuyen con el suministro de la materia prima en el comienzo de

la cadena de valor (productores del Valle de Puebla).

Mercado, es imprescindible contar con un mercado al cual abastecer, por lo tanto,
debemos identificar o generar un nicho de mercado que guste de los beneficios del
aprovechamiento de U. maydis (Fig. 39).
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Figura 39. Sectores involucrados en la estrategia de Ustilago maydis como recurso
genético.

En el desarrollo de la estrategia, para fomentar a U. maydis como recurso genético

aprovechable en el Valle de Puebla, se contemplan 3 etapas descritas en la figura 40.
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Figura 40. Etapas para el posicionamiento de Ustilago maydis como un recurso genético.
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En el pais, la produccion comercial de hongos comestibles ofrece ventajas sociales,
econOmicas y ecoldgicas. De acuerdo a Valdez y col. (2009), se estima que la
produccion comercial en fresco es de aproximadamente 47 mil 468 toneladas anuales.
El grano de maiz por si solo ya es una fuente alimentaria base en la dieta de las
personas, pero una vez que el hongo logra infectar al grano y transformarlo a
huitlacoche los principales valores nutrimentales crecen de manera considerable, de
tal forma que el aprovechamiento de U. maydis como recurso genético lograria ser una
alternativa para el comercio de pequefos agricultores. Hernandez (2016), hiso énfasis
en la creacion de una red interdisciplinaria, esto es importante porque permite el
analisis y desarrollo de la evolucion de la estrategia, pero es fundamental que el
conocimiento se socialice para evitar estudios aislados y discontinuos de temas

especificos que en su mayoria no estan relacionados.
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Xlll. ANEXOS

Segunda siembra
Variable dependiente: PPE

Suma de | Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media | F-Valor | Pr>F
Modelo 2 694533.167 | 347266583 6.39 | 0.0036
Error 45 2445768.750 54350.417
Total corregido | 47 3140301917
R-cuadrado | Coef Var | Raiz MSE | PPE Media
0.221168 | 25.38985 | 233.1318 | 918.2083
Cuadrado de
Fuente | DF Anova SS la media | F-valor | Pr>F
var 2 | 694533.1667 | 347266.5833 6.39 | 0.0036
Distribucién de PPE
e F 6.39
Prob > F 0.0036
1500 .
1250
w
a
a
<
1000 -
<o
J—
750 - p—— v
L] 1 ]
A B (o)
var
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Variable dependiente: PMSHE

Suma de | Cuadrado de

Fuente DF cuadrados lamedia | ~Vvalor Pr>F
Modelo 2 6604.94792 | 330247396 443 | 0.0175
Error 45 33532.03125 745.15625

Total corregido | 47

40136.97917

R-cuadrado | Coef Var | Raiz MSE | PMSHE Media
0.164560 | 23.21138 | 27.29755 117.6042
Cuadrado de
Fuente | DF Anova SS la media | FValor | Pr>F
var 2 | 6604947917 | 3302473958 4.43 | 00175
Distribucién de PMSHE
-T F 443
Prob > F 0.0175
175 -
o
150 - o
w
% >
Z 12s-
<
<
100
75
1 L] T
A B C
var
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Variable dependiente: LO

Suma de | Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media | F-Valor | Pr>F
Modelo 2 B7.1901042 |  43.5950521 9.18 | 0.0005
Error 45 213.8085938 4.7513021
Total corregido | 47 |  300.9986979
R-cuadrado | Coef Var | Raiz MSE | LO Media
0.289669 | 13.51345 | 2.179748 | 16.13021
Cuadrado de
Fuente | DF Anova SS la media | F-vValor | Pr>F
var 2| 87.190104717 | 43.59505208 9.18 | 0.0005
Distribucién de LO
o F 9.18
Prob > F 0.0005
22.5 -
20.0
(o]
ol
17.5
o T
15.0
_ o
12.5
T Ll Ll
A B (o)
var
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Procedimiento ANOVA

Distribucién de AP
3.5 —T—
3.0
o ——
% <o
o
2.5 A
A B C
var
Procedimiento ANOVA

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para AP

Note: This test controls the Type | expermentwise error rate, but it generaly has a higher Type Il error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 45
Error de cuadrado medio 0.123783

Valor critico del rango estudentizado | 3.42747

Diferencia significativa minima 0.3015
Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N | var

A 29159 | 18 | A
A
B A 2.7353 6|8
B
B 24919 | 18| C
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PPE

Distribucién de PPE

1500 -
1250
000 =
1 —
o
—
750 . o
1 I ]
A B c
var

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para PPE

Note: This test controls the Type | expermentwise error rate, but it generally has a higher Type Il error rate than REGWQ.

Alpha

0.05

Grados de error de libertad

45

Error de cuadrado medio

54350.42

Valor critico del rango estudentizado

3.42747

Diferencia significativa minima

193.76

Medias con la misma letra no son

significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento | Media

A

1034.38

16

A

A

1%

752.50

1%
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Distribuciéon de PMSHE
175
o
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w
i >
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var

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para PMSHE

Note: This test controls the Type | experimentwise error rate, but it generaly has a higher Type Il error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 45
Error de cuadrado medio 745.1563

Valor critico del rango estudentizado = 3.42747

Diferencia significativa minima 2339
Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N | var

A 133594 | 16| B
A
B A 113438 | 16 | A
B
B 105.781 16|C
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Distribucién de LO
o
22.5
20.0 -
[s]
5
S 1754
<o I
15.0 S
12.5
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var

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para LO

Note: This test controls the Type | expermentwise error rate, but it generaly has a higher Type Il error rate than REGWQ.

Alpha 0.05
Grados de error de libertad 45
Error de cuadrado medio 4.751302

Valor critico del rango estudentizado | 3.42747

Diferencia significativa minima 1.8678
Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento Media N | var

A 17.8281 6|8
A
B A 16.0313 16 |A
B
B 145313 | 16| C
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Peso del elote sin bractea y sin estigma

PESHE

Procedimiento GLM
Variable dependiente: PESHE
Suma de | Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media | F-Valor | Pr>F
Modelo 3 173620.4167 | 57873.4722 | 2021 | <.0001
Error 85 | 246312.638% 2864.1005
Total corregido | 83 415933.0556
R-cuadrado | Coef Var | Raz MSE | PESHE Media
0.413448 | 33.28650 | 53.31728 160.7778
Cuadrado de
Fuente | DF Tipo 1SS la media | F-Valor | Pr>F
blogq 1| 160444.4444 | 160444.4444 | 56,02 | <.0001
Var 2 | 131759722 6587.9861 2.30 | 0.1064
Cuadrado de
Fuente | DF Tipo WSS la media | F-Valor | Pr>F
blog 1| 160444.4444 | 160444.4444 | 56,02 | <.0001
Var 2 | 131759722 6537.9361 2.30 | 0.1054

Interaction Plot para PESHE
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Procedimiento GLM

PESHE

Distribuciéon de PESHE
400 |
o
300
200 < p——
1 &
100
1
0 o
i 2
blog
Procedimiento GLM

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para PESHE

Note: This test controls the Type | expenmentwise error rate, but it generally has a higher Type |l error rate han REGWQ.

Alpha 0.01
Grados de error de libertad 85
Error de cuadrado medio 2864.1

Valor critico del rango estudentizado | 3.72510

Diferencia significativa minima 23718

Medias con la misma letra no son
significativamente diferentes.

Tukey Agrupamiento | Media N | blog

A 203.00 45 11

B 118.58 45| 2
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