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RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es uno de los granos alimenticios mas utilizados para el
consumo humano y animal, sin embargo; como muchos cultivos, se ve afectado por
distintos fitopatdgenos, principalmente hongos que ocasionan pérdidas en el
rendimiento, asi como en la calidad del grano y forraje, debido, a que muchos de
esos patdgenos producen micotoxinas. El objetivo de esta investigacion fue detectar
los hongos presentes en tallos y granos de maices hibridos: DK-2069, DK-2061 y
DK-2048, destinados para la alimentacion de animales. La siembra fue el 17 de abril
de 2019 y la cosecha se realiz6 el 20 de diciembre de 2019, en San Andrés
Cacaloapan, Puebla. Se obtuvieron 15 muestras de tallos con diferentes
pigmentaciones en el exterior y 15 mazorcas principales en un muestreo al azar
sobre 10 surcos centrales por cada una de las parcelas evaluadas. La evaluacion
se llevo a cabo en el LEMyACP del DP de la UAAAN, donde las muestras de tallos
y granos colectados se desinfectaron y colocaron en medio de cultivo PDA y
posteriormente se identificaron los patdgenos mediante criterios morfolégicos. Se
hizo un andlisis de varianza y comparacion entre medias con una prueba de rango
mdltiple de Tukey (p=0.05), utilizando el software SAS® version 9.1. De las muestras
de tallos se identificaron hongos fitopatbégenos correspondientes a los géneros;
Bipolaris, Penicillium y Fusarium con una incidencia total de 33.89 a 68.89%,
mientras que en las muestras de granos se identificaron los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium con incidencia total de 27.10 a 70.99%. Debido a la
incidencia de los hongos potencialmente toxigénicos (Fusarium, Aspergillus,
Penicillium) en los granos de los diferentes genotipos, la zona de estudio requiere
estrategias para una produccion de forraje para el consumo animal mas seguro, es
decir, inocuo, para evitar enfermedades en el ganado y contaminacién indirecta de

las micotoxinas a las personas.

Palabras clave: Fitopatégenos, granos, hongos, maiz, micotoxinas, tallos.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los granos alimenticios mas utilizados para el
consumo humano y animal. En el caso del consumo animal, es utilizado
principalmente en la época de estiaje como forraje fresco, ensilado o rastrojo (Luna
et al., 2013). Los hongos toxicologicos mas importantes (Fusarium, Aspergillus y
Penicillium) tienen amplia distribucion geogréfica y pueden desarrollarse sobre una
amplia gama de granos almacenados, ocasionando bajos rendimientos y pérdidas
de calidad del forraje, debido a que muchos de esos patdégenos producen
micotoxinas (aflatoxinas, fumonisinas, tricotecenos, zearalenonas, etc.) (Navarrete,
1986). En el género Aspergillus son comunes las aflatoxinas; en Fusarium son
importantes las fumonisinas, zearalenonas y los tricotecenos; mientras que
en Penicillium destacan la sintesis de la patulina, la citrina y la ocratoxina (Sharma,
2004).

El consumo de maiz contaminado por micotoxinas por el ganado, puede tener
consecuencias, por ejemplo, menor ganancia de peso, mayor incidencia de
enfermedades y disminucion de la capacidad reproductiva (Binder et al., 2007). De
modo gue las micotoxinas son ingeridas por los seres humanos no solo a través de
granos, semillas o frutos (directamente); sino también se presentan en la leche o la
carne de animales criados con alimentos contaminados (indirectamente) (Requena
et al., 2005), por otra parte, Wild (1996) y Peraica (1999) mencionaron que en los
animales, las micotoxinas ocasionan higado graso y edema cerebral severo y a
largo plazo presentan efectos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos,

estrogénicos, inmunoldgicos, nefrotéxicos y neurotoxicos.

Por ello, el conocimiento de los hongos fitopatégenos que pueden afectar al cultivo
de maiz forrajero en cada zona geografica es importante para predecir los riesgos

de contaminacion del forraje fresco o ensilado, por micotoxinas (Dorn et al., 2009).

Los tallos y hojas del maiz han recibido menos atencion, a pesar de que algunos

estudios indican que presentan mayor infeccion por Fusarium spp. que los granos



(Di Menna et al., 1997), lo que resulta muy grave, esto por la posible toxicidad del
forraje, ya que, tanto los tricotecenos, zearalenonas y fumonisinas persisten en el
forraje (Mansfield y Kuldau, 2007). Por tal motivo, es importante tener una buena
sanidad en el forraje, y en este trabajo se pretende determinar los hongos
fitopatdgenos causantes de la pudricion grano y tallo de maices destinados para

forraje.

Justificacion

En el manejo de enfermedades es muy comun realizar estrategias de control, sin
reconocer correctamente el agente causal. Por este motivo, es importante

determinar correctamente el fitopatdgeno(s) causante de la enfermedad para

seleccionar el método(s) acorde al organismo(s) que esta causando el problema.

Objetivos

Identificacion de la micobiota de granos y tallos de maices hibridos destinados para
la alimentacion del ganado.

Identificar los hongos fitopatégenos asociados a la pudricion de grano y tallo de

maices hibridos forrajeros.
Hipotesis

Se espera reconocer al menos tres géneros asociados a la contaminacion de grano

y tallo de maiz forrajero.



REVISION DE LITERATURA

Fitopatégenos en el Cultivo de Maiz

En la agricultura mundial, los hongos fitopatégenos son causantes de enfermedades
de pre y pos cosecha en el cultivo de maiz, responsables de pérdidas econémicas
(Agrios, 2005). Al maiz lo afectan numerosas enfermedades, dentro de ellas las
fungosas que provocan serios dafios, ya que anualmente en las zonas maiceras se
presentan ligeros decrementos hasta pérdidas totales de la produccion, por diversas
enfermedades, y entender el efecto del medio ambiente en el desarrollo de una
enfermedad es bastante complejo, puesto que es el resultado de la conjugacion del
ambiente favorable y el patdgeno virulento, siendo la temperatura el factor

determinante de la incidencia regional de las enfermedades (Navarrete, 1986).

MacGee (1988) enlisto las principales enfermedades del maiz, mencionando las
gue son portadas y transmitidas por semillas, asi como su agente causal, entre
estas se encuentran las pudriciones del tallo, raiz y mazorca, ocasionado por los
géneros Fusarium, Penicillium, Aspergillus y Alternaria, de igual modo; Castafio
(1978), Ahmed y Blutta (1989), mencionan que las enfermedades fungosas del
maiz, practicamente inician con las infecciones causadas en el endospermo del
grano, especialmente por especies denominados “hongos del campo”
principalmente el género Fusarium y otros contaminantes externos ocasionados por
los denominados “hongos mohos” del almacén, principalmente Aspergillus y
Penicillium, en particular; Fusarium es uno de los hongos de mayor prevalencia que
causa dafios en las zonas maiceras de México (Marasas et al., 1988), es decir,
presenta una distribucion cosmopolita y es endémico de zonas maiceras de todo el
mundo (Mendoza et al., 2003).



Produccion Mundial de Maiz Grano y Forraje

En el mundo durante el ciclo 2019 la produccioén de maiz fue de alrededor de 1, 148,
487, 291 t, superando al trigo y al arroz, donde, Estados Unidos fue el principal
productor con una produccién de 347, 047, 570 t seguido de China Continental con
260, 957, 662 t y en tercer lugar Brasil con 101, 138, 617 toneladas (FAOSTAT,
2019), para el mismo ciclo, la produccién de maiz forrajero en el mundo fue de 200
millones de t (RECA, 2019).

Produccién Nacional de Maiz Grano y Forraje

El maiz es el principal alimento en México, cuenta con un area de siembra de 7,
122, 562 ha y una produccion de 27, 169, 400 ton (FAOSTAT, 2019) y Sinaloa es el
principal productor, con 5.5 millones de t de maiz blanco y 858 mil t de maiz amarillo,
abarcando alrededor del 23.4% en la produccion nacional (SADER, 2019).

En el ciclo 2019, la producciébn de maiz forrajero a nivel nacional fue de
15,569,846.80 t y los principales estados productores de maiz forrajero fueron:
Jalisco con 5 millones de t, Durango con 1, 942,000 t y Zacatecas con 1, 721,000 t
(SADER, 2020).

Produccién de Maiz Grano y Forraje en Puebla

El area de siembra de maiz en el estado de Puebla es de 516,722 ha, con una
produccion total de 986,348 t, donde, San Salvador El Seco es el principal municipio
productor con 37,494 t anuales, lo que representa el 3.80% de la produccién estatal
y el area de siembra para el forraje de Puebla es de 7, 125 ha, con una produccion
total de 307,910 t (SIAP, 2020).



Inocuidad en Granos

Dentro de los factores que encontramos para la formacion de hongos se encuentra:
la calidad del grano o también llamado semilla (Arano, 1998), en sintesis, el término
grano se utiliza cuando se destinan para la alimentacion humana y animal, o como
materia prima para la industria; mientras que el término de semilla se utiliza para
indicar su uso en la siembra, reproduccién y multiplicacion de la especie o variedad.
Siuna semilla pierde o reduce su capacidad para generar una nueva planta, se debe
utilizar s6lo como grano siempre y cuando no este tratada con productos que
pueden afectar la salud humana o animal y que no se le hayan desarrollado

compuestos toxicos o alterando sus cualidades alimenticias (FAO, 2010).

Contaminantes Presentes en los Alimentos

Actualmente el mundo demanda alimentos que no ocasionen dafio a la salud de
humanos y animales, por lo que el riesgo de contaminacion es una importante
preocupacion para la inocuidad alimentaria de los granos y forraje de maiz
(Abramson, 1997).

Entre las principales causas de contaminacién que resultan con pérdidas de
inocuidad de los granos se identifican la presencia de micotoxinas, residuos de
plaguicidas, metales pesados, microorganismos de control de calidad y patégenos
, por lo que, el consumo de granos contaminados puede ocasionar un dafo a la
salud de los animales y a las personas o causar pérdidas econ6micas en la
produccion de carnes, leche y huevos (D' Mello et al., 1997; Smith, 1997), sin
embargo, existen diferentes tipos de contaminantes presentes en los alimentos, los

cuales son:

Biologicos

Es la producida por agentes vivos o microorganismos (bacterias, hongos, virus,
parasitos) o cualquier metabolito primario o secundario que estos produzcan.

Generalmente estos agentes no alteran de manera visible los alimentos (cambios



de color, textura u olor), por lo que no despiertan ninguna sospechay pueden causar
enfermedad (AESAN, 2006).

Quimicos

Es la producida por sustancias quimicas. Por ejemplo, plaguicidas, metales
pesados, hormonas, etc., también se considera contaminacién quimica la presencia
de aditivos no autorizados en cantidades que superen los limites establecidos
legalmente (FAO, 2017).

Fisicos

Suelen deberse a la presencia de sustancias extrafias al alimento: cortes de huesos,

plumas, piedras, plasticos, grapas, maderas, cristales, etc. (Masana, 2015).

Principales Hongos Fitopatégenos en la Pudricién de maiz

Durante su crecimiento, el maiz es susceptible a infecciones de diversos hongos
(Scudamore y Livesey, 1998), sin embargo, los géneros que mas destacan son:
Aspergillus, Fusarium y Penicillium, mismos que ocasionan efectos nocivos en el
cultivo y en los consumidores, por otro lado Auerbach (2003) menciond que los
géneros mas relevantes son Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Penicillium y
Aspergillus, en particular la contaminacion por Fusarium es la mas frecuente y la de
mayor incidencia (Rodriguez-del Bosque et al., 1995; Rodriguez-del Bosque, 1996).
Otra patologia emergente es Aspergillus cuando afecta la espiga de maiz causando
pudricion, este hongo filamentoso viene causando alerta desde 2008 por los niveles
de aflatoxinas detectados luego de periodos de estrés de los cultivos (Camiletti et
al., 2017).

Las espigas de maiz afectadas, presentan proliferacion de micelio que varia en color
e intensidad dependiendo de los hongos que estan produciendo la infeccién, por
otra parte, los granos de maiz pueden ser dafiados por hongos tanto antes de la
cosecha como en post cosecha (campo, transporte o almacenamiento) y estas

enfermedades afectan tanto la productividad como la calidad fisica y quimica de los



granos, en concreto, la mayor preocupacion radica en su contaminacion con
metabolitos secundarios de los hongos conocidos como micotoxinas, causantes de
enfermedades a humanos y animales genéricamente denominadas micotoxicosis
(Presello et al., 2004).

Género Fusarium

Importancia

Algunas especies del género Fusarium son ampliamente conocidas alrededor del
mundo, y se han convertido en un problema serio ya que producen metabolitos
toxicos que ponen en peligro la salud de los seres humanos y de los animales (Ma
et al., 2013).

Es un hongo de campo que requiere alta humedad relativa (90%) y la temperatura
del grano debe estar a 23°C para su crecimiento por lo que muy raramente crece
después de cosecha ya que las condiciones de almacén generalmente no son
convenientes para su desarrollo, por otra parte, en campo el hongo causa la muerte
de ovulos, marchitamiento del grano, debilitamiento o muerte de embriones
(Ramirez, 2006), también Lawior y Lynch (2011) mencionaron que este género de
hongo causa enfermedades tales como destrozo principal del trigo, cebada y
putrefaccion en maiz, tanto que son un riesgo significativo por la produccion de

micotoxinas.

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos
en el suelo y plantas y debido a su capacidad de crecer a 37 °C, son considerados
oportunistas (Leslie, 2006). Estos patdégenos vegetales se pueden dividir en tres
grupos en funcién del tipo de enfermedad que producen. Un primer grupo, cuyo
representante principal es F. oxysporum, Yy cuyos integrantes provocan
marchitamiento vascular en el huésped. En segundo lugar, estarian las
podredumbres de raiz causadas principalmente por F. solani y por ultimo las
especies que provocan enfermedades en plantas gramineas (F. verticillioides, F.

graminearum, F. avenaceum y F. culmorum) (Price, 1984).



Clasificacion taxonémica (EPPO, 2021)
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hipocreales
Familia: Hypocreaceae

Geénero: Fusarium Link ex Grey

Ciclo de vida

La infeccion y colonizacién de las partes superiores de la planta de maiz por
Fusarium se produce a través de heridas provocadas por plagas, sobre todo, a
través de las sedas (estilos de las flores femeninas) expuestas que sobresalen por
la parte superior de las bracteas en el momento de la floracién, en particular, la
floracion femenina se considera un momento clave en la infeccion de Fusarium
(Reid et al., 2009), puesto que, las microconidias del hongo son depositas sobre las
sedas por el viento, salpicaduras de agua o insectos (Duncan y Howard, 2010). El
hecho de que las sedas no estén protegidas por las bracteas como si lo estan los
granos, las dispone como una via principal para germinar, desarrollar el micelio y

producir mas esporas (Miller et al., 2003).

Existen algunos estudios, como el de Miller et al. (2007), que han investigado en
detalle el proceso de infeccion de Fusarium en sedas de maiz, demostrando que la
germinacion de conidios se produce 4-6 h después de la inoculacion del hongo en
el canal de las sedas, pero que podria tardar hasta 12-24 h, ademas, a las 48h,
probablemente después de que los nutrientes disponibles en el sitio de inoculacion
hayan sido agotados, alguna de las hifas crece en lineas mas o menos rectas, tanto
en la superficie como penetrando en las células epidérmicas de las sedas, hacia la

mazorca, y finalmente infectan los granos en desarrollo.



Diseminacion

La via méas comun para que Fusarium infecte a la mazorca es a través del estigma,
esto sucede cuando el in6culo aéreo y las conidias transportadas por el agua de
lluvia se depositan en el estigma. Hay insectos que actian como vectores del hongo,
ya sea dispersandolo a lo largo de la superficie de la planta hacia los granos, como
los gusanos barrenadores Ostrinia spp. y Diatraea spp. o bien, transportandolo a
través de grandes distancias, como el gusano de la raiz (Diabrotica sp.). Otros
vectores descritos son gusano elotero (Helicoverpa zea) en sus fases de larva y de
adulto, los trips (Frankliniella spp) y los gorgojos (Sitophilus spp.). La funcion de
vector se apoya en el hecho de que el hongo sobrevive en los érganos externos de

los insectos mencionados (De la Torre, 2014).

Caracteristicas del Género Aspergillus

El género Aspergillus es un hongo filamentoso hialino a las 192 horas, saprofito,
perteneciente al grupo Ascomycota (Denli y Pérez, 2006) y las diferentes especies
se diferencian en tamafo, tasa de crecimiento, textura (aterciopelada, granular,
algodonosa) y color de la colonia: verde-amarillento (A. flavus), negro (A. niger),
marron (A. terreus). La coloracion aparece casi siempre en todas las estructuras
aéreas, tanto en el micelio como en las cabezas conidiales, hay que mencionar,
ademas que Aspergillus es uno de los principales hongos productores de
micotoxinas, es necesario recalcar que las micotoxinas son metabolitos secundarios
producidos y secretados por el hongo durante el proceso de degradacion de la
materia organica, como mecanismo de defensa frente a otros microorganismos
(INSHT, 2012).



Clasificacion taxonémica (Ponton, 2002)

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae

Género: Aspergillus P. Micheli ex Haller

Importancia

Una de las particularidades de las especies de Aspergillus es su capacidad para
producir micotoxinas, en este caso, aflatoxinas (Carvajal, 2013) y el efecto toxigeno
de las aflatoxinas producidas por especies del género Aspergillus varia desde los
carcinogénicos, teratogénicos o mutagénicos hasta la produccion de desérdenes
hormonales o inmunosupresores; lo que a su vez depende de la aflatoxina, dosis,
tiempo de exposicion u organismo expuesto (Carvajal, 2013). El problema principal
reside en que las aflatoxinas son acumulativas de modo que una vez que
contaminan el grano o el producto agricola en campo o almacén persisten a la
digestion, al calor de la coccién o al congelamiento, habra que decir que las
aflatoxinas son ingeridas por los seres humanos no sélo a través de granos, semillas
o frutos; también se presentan en la leche o la carne de animales criados con

alimentos contaminados (Requena et al., 2005).

Caracteristicas del Género Penicillium

Penicillium es un hongo saprofito perteneciente al filo Ascomycota, que crece sobre
los alimentos preparados o sus materias primas, ya sean de origen vegetal o animal,
si encuentran la humedad y los nutrientes necesarios en los granos de cereales

pueden desarrollarse antes de la cosecha (Lacey, 1989).
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Clasificacion taxondmica

En principio fue ubicado en los Deuteromicetos (hongos imperfectos), ya que sélo
se conocia su estado anamorfo (asexual). Posteriormente se comprobé
gue Penicillium correspondia a los estados teleomorfos (sexuales). Ademas, como
resultado de estudios filogenéticos, la clasificacién del género Penicillium se incluye
dentro de la familia Trichocomaceae (Berbee et al., 1995; Schoch et al., 2009; Bisby
et al., 2012).

Reino: Fungi
Phyllum: Ascomycota
Clase: Eurotiomycetes
Orden: Eurotiales
Familia: Trichocomaceae

Género: Penicillium Link

Importancia

Penicillium es un género diverso que se encuentra en todo el mundo y sus especies
juegan un papel importante como descomponedores de materiales organicos y
causan pudriciones destructivas en la industria alimentaria, donde producen una

amplia gama de micotoxinas (Visagie et al., 2014).

Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos producidos por hongos al final
de la fase de crecimiento del cultivo, durante el periodo de secado del grano, previo

y posterior a la cosecha, con una duracion de uno a cinco meses, por lo que el
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hongo se ve favorecido por el alto contenido de humedad, del mismo modo, que por
los dafios que las plagas hacen al grano durante el almacenamiento (Fernandez et
al., 2002), ademas de ser un riesgo directo para los humanos el consumo de granos
contaminados con micotoxinas; también existe un riesgo indirecto a la salud para
aguellas personas que consumen productos animales contaminados con residuos

de micotoxinas carcinogénicas. (Ramirez et al., 1993).

Wild (1996) y Peraica (1999) mencionaron que en humanos las micotoxinas
ocasionan un higado graso y edema cerebral severo; a largo plazo se presentan
efectos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, estrogénicos, inmunolégicos,
nefrotdxicos y neurotdxicos, por lo que resulta preocupante el consumo de carne,
leche y huevos de animales que han consumido alimento contaminado con dichas

toxinas.

Existen 5 grupos de micotoxinas que comunmente se encuentran en granos para
consumo humano y animal denominadas como aflatoxinas, vomitoxinas, ocratoxina
A, fumonisinas y zearalenonas; en patrticular las aflatoxinas son reconocidas como
las de mayor riesgo, debido a que son sustancias potencialmente carcinogénicas y
mutagénicas (Montesano, 1997), por ejemplo; la molécula producida por el hongo
Aspergillus flavus, caus6 la muerte mas de 100,000 pavos en una granja de
Inglaterra (conocida como la “enfermedad X de los pavos”) que fueron alimentados
con harina de cacahuate importada de Sudamérica en los afios sesenta (Lawlor y
Lynch, 2001), simultaneamente a estos hechos, se descubrié en California la
aparicion masiva de cancer de higado en las truchas arcoiris de varias
pisci-factorias comerciales, aislandose en aquella ocasion aflatoxinas en el alimento
utilizado (Burdaspal, 1998).

Las aflatoxinas se encuentran principalmente en productos agricolas como las
materias primas para la preparacion de alimentos balanceados para el ganado
(Requena et al., 2005), y debido al alimento contaminado, este provoca dafios en el
higado de los animales, reduccion en la producciéon de leche y huevo, pérdida de

peso y recurrentes infecciones debido a la supresién inmunitaria (Fig 1.), ademas
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las especies jovenes son las mas vulnerables pero el grado de susceptibilidad varia

por especie (Ramos et al., 2015).

Infeccion

Moho
micotoxigénico

Ingestiéon por los
animales

=
o S
! |

PRODUCCION DE EXCRECION O BIOACUMULACION
MICOTOXINAS EN LECHE, HUEVOS, CARNE...
Ingestién por el Ingestiéon por el
hombre o los animales hombre
MICOTOXICOSIS MICOTOXICOSIS
PRIMARIA SECUNDARIA

Figura 1. Micotoxinas en la cadena alimenticia desde la produccién de grano hasta

su consumo por animales (Ramos et al., 2015)
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Experimento

El experimento se llevé a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Entomologia
Molecular y Alternativas de Control de Plagas (LEMyACP) del Departamento de
Parasitologia (DP) (Fig. 2) en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN).

Figura 2. Entrada principal del DP de la UAAAN, Saltillo, Coahuila

Obtencién del Material Genético

El muestreo se realiz6 en San Andrés Cacaloapan, Puebla, México (18°35'14.1"N
97°35'32.3) con una altitud de 1871 msnm, se seleccionaron 10 surcos centrales, y
se cosecharon 15 mazorcas con sintomas y asintomaticas (12 de abril de 2019 al
20 de diciembre de 2019), ademas, se colectaron 15 muestras de tallos con
diferentes pigmentaciones en el exterior entre el primer y cuarto entrenudo, por cada

parcela evaluada, posteriormente, se colocaron en bolsas de papel para evitar la
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humedad y se rotularon (Cuadro 1, Fig. 3). Finalmente fueron introducidas en una

hielera de poliestireno expandido y se trasladaron a la UAAAN.

Cuadro 1. Numero de muestras de tallos y mazorcas que se colectaron por cada
hibrido.

Hibrido NMT NMM
DK-2048 15 15
DK-2061 15 15
DK-2069 15 15

NMT= NUmero de muestras de tallos, NMM= Numero de muestras de mazorcas

Figura 3. Muestras de tallos con diferentes pigmentaciones en el exterior, VL=

Verde lima, A= Amarilla, R= Roja, M= Marrén

Pruebas de Sanidad de la Semilla

La prueba se realiz6 de acuerdo al manual de laboratorio para semillas de maiz y
trigo CIMMYT (2003). Se tomaron 900 granos de maiz con sintoma y asintomaticos

y se desinfectaron en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) (blanqueador
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comercial) al 2%, por 3 min y posteriormente se lavaron con agua destilada por 2

min (dos veces) (Fig. 4).

Figura 4. Granos de los maices hibridos utilizados en esta investigacion

Posteriormente se colocaron 60 granos de manera uniforme en contenedores de
plastico (con doble papel de estraza previamente humedecido) (Fig. 5) y se

rotularon, para conformar un total de 15 réplicas por genotipo.

Figura 5. Establecimiento de los granos de manera equidistante sobre el

contenedor de plastico
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Los contenedores se mantuvieron a 25 + 2 C° por 48 h en camara bioclimatica en el
Laboratorio de Fitopatologia (LF) del DP de la UAAAN, posteriormente se
mantuvieron en congelacion a -20°C por 24 h (Fig. 6), por ultimo, se retiraron del
congelador y se mantuvieron a 25 + 2 C°, con periodos de 12 h luz blancay 12 h de

oscuridad, por 264 h.

Figura 6. Contenedores de plastico con granos de maiz colocadas en el congelador

Para determinar la incidencia se contabilizo el nimero de colonias de hongos por
su color y textura por réplica de cada hibrido de maiz, asi como los granos sin

crecimiento de micelio.

Anaélisis Estadistico

Con los datos obtenidos se realizé un analisis de varianza y comparacién entre
medias con una prueba de rango multiple de Tukey (p =0.05), utilizando el software
SAS® 9.1 (SAS 2002; version 9.1, SAS Institute, Cary, North Carolina, USA).
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Pruebas de Sanidad en Tallos

En los tallos se hicieron 12 cortes por muestra (tejido sano y tejido pigmentado), es
decir, cuatro cortes de tallo (unidades experimentales) por replica, y un total de 15
réplicas por genotipo, los cuales se desinfectaron en una solucién de hipoclorito de
sodio) al 2%, por 3 min y se lavaron con agua destilada por 2 min (dos veces), mas
tarde, se colocaron en toallas de papel (previamente esterilizadas) para su secado

(Fig. 8).

Figura 7. Cortes de tallo colocadas en toallas de papel para un correcto secado.

Preparaciéon de Medio de Cultivo

En un matraz de 1 L se agregaron 19.5 g de PDA y 500 mL de agua destilada, y la
boca del matraz se cubri6 con papel aluminio, y se agité constantemente por 2 min.
A continuacién, se esterilizé en olla de presion a 120 °C por 15 min, después, se
dejé enfriar por 45 min a temperatura ambiente, y se agregd gentamicina 1 mL por
L%, finalmente se llevé a la camara de flujo laminar para su vaciado en cajas de Petri

(Fig. 8).
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Figura 8. Cajas de Petri con medio PDA listas para el aislamiento de patdogenos

Después del secado de las muestras, estas se colocaron de manera equidistante 4
cortes de cada tallo en caja de Petri (3 repeticiones por tallo) con medio de cultivo
papa-dextrosa-agar (PDA) (Fig. 9), se rotularon y se resguardaron a 25 + 2 C° por
192 h.

Figura 9. Cortes de tallo distribuidos equidistantemente en caja de Petri con medio
PDA.
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Aislamiento

Una vez observado el desarrollo completo de las diferentes colonias fungosas en
las charolas con grano y cajas de Petri con secciones de tallo se procedio a aislar
los patégenos, primero, se tomd una muestra de micelio con una aguja estéril de las
diferentes réplicas (Fig. 10) y se coloco en cajas de Petri con PDA por 144 h bajo

una temperatura de 26 °C.

Figura 10. Colonias de patdgenos de grano en el Laboratorio de Entomologia

Molecular y Alternativas de Control de Plagas

Purificacion

Se tomaron discos de 6 mm de diametro de las colonias de patégenos y se
colocaron en tubos de ensayo con 9 mL de agua destilada estéril, se agitaron en un
Vortex por 20 s y luego se colocaron 40 pL en una placa Petri con medio de cultivo
PDA. 24 h después, una conidia germinada fue tomada con ayuda del estereoscopio

y se coloco en placas de Petri con PDA, mantenidas a 25 C £ 2 ° C por 192 h.
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Preparacién de Laminillas

Con una aguja de diseccion (previamente estéril) se tomo una pequefia muestra de
cada una de las cepas de las diferentes colonias y se coloco en un portaobjetos con
una gota de agua destilada extendiendo el micelio y se agrego una gota de azul de
algodon, colocando por udltimo el cubreobjetos y se observé al microscopio

compuesto con el objetivo de 40x.

Identificacién Morfofisiolégica

La identificacion de los patégenos fungicos se realiz6 mediante caracteristicas micro
y macroscopicas, utilizando los manuales de Barnett y Hunter (2006) y Warham et
al. (2003).

Evaluacioén

Se observo la coloracién de las diferentes colonias presente en los tallos y granos
de maiz, asi como los que no presentaron crecimiento de micelio. La incidencia se
reporté como porcentaje de semillas y tallos colonizados por los patégenos en cada

réplica por genotipo.

Anélisis Estadistico

Con los datos obtenidos se realizé un analisis de varianza y comparacion entre
medias con una prueba de rango multiple de Tukey (p =0.05), utilizando el software
SAS® 9.1 (SAS 2002; version 9.1, SAS Institute, Cary, North Carolina, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de patdgenos en tallos y granos de maiz

En las muestras de tallos se presentaron colonias de hongos de diferente coloracion
(blanco, verde y café), y tres colonias de hongos en las muestras de granos (blanco,
verde y negro). En las colonias blancas se observaron macroconidias y
microconidios, hialinos, en conidiéforos cortos y ramificados, caracteristicas
determinantes para Fusarium (Fig. 11), similar a lo reportado por Al-Sadi et al.,
(2012); Mirhosseini et al. (2014); Renteria-Martinez et al. (2015); Stack et al.,
(2017); Shan et al. (2017); Xia et al. (2018).

El estudio de la ocurrencia de hongos toxigénicos del género Fusarium se ha
centrado en los granos del maiz (Logrieco et al., 2002; Visentin et al., 2010), cabe
resaltar que, en esta investigacion Fusarium presentd mayor incidencia en granos y
tallos, mientras que en los tallos el patdgeno con menor incidencia corresponde al
género Bipolaris, por lo que, coincide con lo reportado por Figueroa-Rivera (2010),
quien reportd seis especies del género Fusarium asociadas a las pudriciones del
tallo y raiz en maiz en el estado de Guanajuato, entre las que destacaron; F.
subglutinans, F. verticillioides y F. heterosporum. Del mismo modo, las especies de
hongos aislados con mayor frecuencia en alimentos pertenecen a los géneros;
Penicillium, Aspergillus, Fusarium y Eurotium (Filtenborg et al., 1996), donde, los
principales géneros productores de micotoxinas son: Fusarium, Penicillium y
Aspergillus (Resnik, 1997; Hernandez et al., 2007; Montes et al., 2009), los cuales

se identificaron en esta investigacion.

Microconidia

Macroconidia

Figura 11. Estructuras microscoépicas correspondiente al género Fusarium
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En las colonias de color verde se observaron conidiéforos hialinos, lisos, septados,
con ramificaciones con la estructura de un cepillo con tipicas fidlides hialinas en
forma de frasco que producen largas cadenas secas de conidios, caracteristicas
determinantes para el género Penicillium (Fig. 12), caracteristicas que concuerdan
con Raybaudi-Massilia y Martinez (1999), Acuia et al. (2005), Martinez (2010),
Gallardo-Reyes et al. (2006), éste género contiene un gran numero de especies
toxigenas, capaces de producir diferentes micotoxinas es superior a la existente en
cualquier otro género fungico (Pitt et al., 1990; Sweeney y Dobson, 1998; Comerio,
2000), causando infecciones respiratorias e infecciones locales o superficiales
como: neumonias, queratitis, endoftalmitis, otomicosis, endocarditis, esofagitis e
infecciones cutdneas y de heridas quirargicas (INSHT, 2016), ademas, muchas
hongos de alimentos son capaces de producir antibiéticos como la penicilina
(Andersen y Frisvad, 1994), lo que supone un riesgo para los consumidores con

alergia a este antibiotico (Bremmelgaard, 1998).

Fialides y
conidias

Métula

Conidioforo

2 AY f128, >0 .}l

Figura 12. Estructuras microscoépicas del género Penicillium

En las colonias de color café se presentaron conidias de ovales a elipticas, de color
marron y pared gruesa, de 3 a 5 septos, ademas, los conidiéforos alternamente

doblados, geniculados y septados, de color café, caracteristicas que corresponden
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al género Bipolaris (Fig. 13) concordando con Garcia-Ledn (2013), éste género
afecta cultivos de importancia econdmica, por ejemplo; la cafia de azlcar
Saccharum sp. hibrida, el trigo Triticum aestivum L., el arroz Oryza sativa L. y el
maiz Zea mays L. (Melo, 1985; Tokeshi, 1988), sin embargo, éste género esta
relacionado con los géneros; Dreschslera, Curvularia y Exserohilium (McGinnis et
al., 1986; Anuradha et al., 2011), no obstante, unas pocas especies de Bipolaris
junto con Curvularia son ocasionalmente causantes de infecciones oportunistas en

humanos u otros animales (Hoog et al., 2000-2011).

L « % 1 Conidi
\ onidios

% n 2N

\. b :i

-

Conidioforo

Figura 13. Estructuras microscépicas observadas del género Bipolaris

En la colonia de color negro se contemplaron cabezas de esporas compactas,
esféricas en un tono negro, los conidiéforos tenuemente parduzcos cerca del apice
y el largo de las fidlides fue mas uniforme con conidios esféricos, y muy oscuros,
caracteristicas determinantes para el género Aspergillus (Fig.14), similar a lo
reportado con Tangarife (2011) y Bonifaz (2012). Este género junto con Penicillium
son hongos de almacenamiento y se desarrollan en semillas que tienen un
contenido de humedad del 12-18% (FAO, 2021), para esta investigacion los granos
tenian un 13% de humedad. Soriano (2007) mencioné que algunas especies de
Aspergillus son importantes debido a que producen aflatoxinas B1l, B2, G1, G2 y
acido ciclopiazonico, por otra parte, Perrone et al. (2007) mencionaron que las

principales micotoxinas producidas por Aspergillus son las aflatoxinas y las

24



ocratoxinas, el consumo de alimentos contaminados con micotoxinas causa
enfermedades en humanos y animales que pueden llegar a ser fatales (Presello et
al., 2009). Por otra parte, la importancia de este género es notable para el humano,
debido a que, algunas especies se han utilizado para la produccion de sustancias
como aminoacidos, acidos organicos, enzimas y metabolitos secundarios, por
ejemplo; Aspergillus niger es la principal especie utilizada para la produccion de
acidos organicos (basicamente acido citrico y acido glucénico) (Pariza y Johnson,
2001; Papagianni, 2007), sin embargo, ésta especie junto con A. fumigatus, A.
nidulans, A. terreus, A. clavatus, A. flavus, A. niveus vy, finalmente, A. ustus son

responsables de la mayoria de infecciones en humanos (Kradin y Mark, 2008).

Vesicula

Conidiéforo

Métula, fialides y
conidias

Célulapie |—*"

Figura 14. Estructuras microscépicas observadas del género Aspergillus

Incidencia

Los genotipos que presentaron mayor y menor incidencia de hongos en los granos
de maiz fue el hibrido DK-2069 y DK-2048 con 71.99 y 27.10%, respectivamente,
sobresaliendo el género Fusarium, sin embargo, la mayor y menor incidencia de
hongos en los tallos de maiz, fue el hibrido DK-2048 y DK-2061 con 24.44y 11.22%

respectivamente (Cuadro 2). La pigmentacion observada con mayor frecuencia fue

25



color marrén, por otro lado, la que presentdé menor frecuencia fue la de color
amarillo, verde lima y roja, Pionner (2020) menciond que las lesiones en los tallos
aparecen de forma ovalada o &reas estrechas y verticales con apariencia turbia que
empiezan de color rojizo-café y después se tornan negras y en estadios avanzados
de la pudricion por Gibberella/Fusarium el tallo se quiebra a la altura del nudo,
observandose un micelio blanco en la corteza del tallo. Los patdgenos que se
presentaron con mayor incidencia corresponden a los géneros Bipolaris y Fusarium,
datos que concuerdan con Trejo (2018), al encontrar a los géneros: Fusarium,
Penicillium y Aspergillus, en semillas de maiz criollo amarillo, siendo Fusarium el
que manifestd la mayor incidencia, de igual forma, Vega (2012), analiz6 granos de
maiz de 14 diferentes origenes geograficos de la republica mexicana , reportando
incidencias de Fusarium, Aspergillus y Penicillium, indicando que Fusarium
presentd la mayor incidencia. Del mismo modo, Arispe (2016) reporté hongos en
semillas de maices hibridos, sobresaliendo el género Fusarium con la mayor
incidencia, mientras que Aspergillus y Penicillium no se presentaron en ninguno de
los tratamientos, esto probablemente se debe al tiempo y condiciones de

almacenamiento de las semillas.
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CONCLUSION

Se identificaron cuatro géneros de hongos fitopatégenos asociados a la pudricion
de tallo y mazorca de maiz para alimento de ganado (Bipolaris, Aspergillus,
Fusarium, Penicillium). Debido a la incidencia de los ultimos tres, potencialmente
toxigénicos en los granos de los diferentes genotipos, la zona de estudio requiere
estrategias para una produccion de forraje para el consumo animal mas seguro, es
decir, inocuo, para evitar enfermedades en el ganado y contaminacién indirecta por

micotoxinas a las personas.
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