UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE AGRONOMIA

DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA

Hongos Presentes en Semillas de Maiz (Zea mays L.) de San Cristobal, Chiapas.

Por:

JUAN DANIEL LOPEZ PEREZ

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO AGRONOMO PARASITOLOGO

Saltillo, Coahuila, México

Noviembre de 2019



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE AGRONOMIA
DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA
Hongos Presentes en Semillas de Maiz (Zea mays L.) de San Cristébal, Chiapas.

Por
JUAN DANIEL LOPEZ PEREZ
TESIS

Presentado como requisito parcial para obtener titulo de:
INGENIERO AGRONOMO PARASITOLOGO

Aprobada por el Comité de Asesoria:

(o B i

M.C. Abiel Séncpé Arizpe

Asesor Principal

Dra. Ma. Elizabeth Galindo Cepeda

osé Luis Arispe Vazquez

Coasesor Coasesor

fllo, Coahuila, México

Noviembre de 2019




AGRADECIMIENTOS

Con gratitud y respeto a mi Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro que abrio
sus puertas del conocimiento para mi, las oportunidades que me ha brindado son
incomparables, por mi formacion profesional. Muchas gracias.

A todos mis maestros y compafieros de la carrera por sus conocimientos,
consejos, ayuda, confianza y formacion.

A mis asesores:

Con mucha admiracion al M.C. Abiel Sanchez Arizpe por el apoyo, tiempo,
amistad y conocimientos brindados.

Al M.C. José Luis Arispe Vazquez por todo el apoyo incondicional, tiempo,
consejos, conocimientos y amistad brindada durante todo este tiempo.

A la Dra. Ma. Elizabeth Galindo Cepeda por su valioso apoyo para la realizacion
de este proyecto.

Y a todas aquellas personas que de alguna u otra manera colaboraron para
terminar este proyecto.

A todos ellos, jmuchas gracias!



DEDICATORIA
A DIOS

Por guiar cada paso6 que he dado en mi vida, ya que ha sido con la certeza de que
estas a mi lado llenando mi corazon con la luz de tu espiritu y es por ello que he

alcanzado cada meta propuesta.

A MIS PADRES

Por su comprension y ayuda en momentos dificiles. Me han ensefiado a encarar
las adversidades sin perder nunca la dignidad ni desfallecer en el intento. Me han
dado todo lo que soy como persona, mis valores, mis principios, mi caracter, mi

empefio, mi perseverancia, mi coraje para conseguir mis objetivos.
Rito Lopez Santizo y Maira Pérez Dominguez
A MIS HERMANOS

Les agradezco no solo por estar presentes aportando buenas cosas a mi vida,
sino por los grandes lotes de felicidad y de diversas emociones que siempre me

han causado. Muchas gracias hermanos.
Marisol, Ximena, Andrew
A Ml SOBRINO

Quien ha sido y es una motivacién, inspiracion y felicidad.

Andrés
A MIS TiOS, PRIMOS Y ABUELOS:

Todos ustedes representan una gran inspiracion en mi vida y un gran ejemplo a

seguir, por confiar en mi y brindarme su apoyo.



INDICE DE CONTENIDO

Pag.

AGRADECIMIENTOS ... e e e e e e iii
DEDIC AT ORI A . et e e e nnaas iV
INDICE DE FIGURAS ...ttt e enans Vil
INDICE DE CUADROS ...t e e e e e eenans viii
RESUMEN .. e e e e e e e e ennans iX
INTRODUGCCION ..ottt 1
OBUIETIVOS ..t e e e e e e e e e e e e e e e e ra e aee 2
HIPOTESIS ..ottt 2
REVISION DE LITERATURA ......ooiiecie ettt ettt ste e steaneas 3
IMportancia del MaIZ..........c..uuiiiiiiiie e 3
Produccion Mundial de MaizZ...........coooiiiiiiiiiiiiiie e 3
Produccion Nacional de MaIZ ..........coooiiiiiiiiiiiie e 4
Enfermedades de Maiz Transmitidas por Semillas...........cccccceiiiiiiiiiiiiinninnnnnns 5
Importancia del GENEro FUSAINUM..........cuuuiiiiiiiie e 7
FUusSarium SPP. €N MaIZ ........eeiiiiiiieee e 8
Pudricion de la Mazorca por FUSAINUM ..........ooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 8
Micotoxina Producidas por FUSANUM ..o, 10
Hongos Asociados con la Pudricion de la Mazorca y Granos de Maiz.............. 11
Geénero PeniCillium €N MaIZ ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 11
Geénero NIgrosSpora €N MaIZ ..........cuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 12
MATERIALES Y METODOS ...ttt ettt 13
Ubicacion del EXPErMENTO .....ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 13



MAtErIal G NELICO . ...n e e e 13

Prueba de Sanidad de la Semilla en Medio de Cultivo PDA.............ccccceeeine 14
Preparacion de PDA ... ..o 14
Desinfeccion de Semilla............c...uviiiiiiiiiii e 15
SHBIMIDI@ L. 15
Preparacion de [aminillas............oooouuiiiiii e 16
Identificacion del PatOgENO ..........ccoviiiiiiiiie e e 16

Prueba de Vigor y Germinacion. ............ouuuuiiiiiie e e e eeaanns 17
Prueba de vigor y germinacién de la semilla en toallas de papel ................... 17
Evaluacion de germinacCiOn..............uuuiiiii i e e e e e 17
EVAlUACION T8 VIQOK ...oeveiiiiiii e e e e e e e e e e e n s 18

RESULTADOS Y DISCUSION.......c.cciuiiiiceeceecteee ettt 19
CONCLUSION ...ttt 24
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt et 25
APENDICE ....c.otitieitiee ettt 32

Vi



INDICE DE FIGURAS

Figura. 1. Produccion Mundial de Maiz, Fuente: FIRA, 2016. .............cccevvvvvvnnnnnn. 4
Figura 2. Produccion Nacional de Maiz 2005 - 2015, Fuente: FIRA, 2016. ........... 5
Figura 3.- Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2019. ..........ccccceeeveieeieeeeenen. 13
Figura 4.- Genotipos, A) Criollo Amarillo y B) Criollo Blanco. .............cccovvvvvvvnnnnnn. 13

Figura 5.- Preparacion de Medio de Cultivo PDA, Departamento de

Parasitologia, UAAAN, 2019. .....ccoii oo 14
Figura 6.- Desinfeccion de la Semilla. ... 15
Figura 7.- Siembra de Semillas en Medio de Cultivo PDA. ..., 15
Figura 8.- Prueba de Vigor y Germinacion en Toallas de Papel Enrolladas......... 17

Figura 9.- A) semilla sin Germinar, B) Plantula Anormal, c) Plantula
Normal, Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2019..........ccccciiieeeieeenniinnnene. 17

Figura 10.- A) Medicion de plumula y B) Medicion de raiz en plantulas de maiz...18

Figura 11.- Conidioforos y Conidios de Nigrospora sp. UAAAN........cccccceeviinnnnee. 19
Figura 12.- Estructura de Penicillium sp. UAAAN. ..., 20
Figura 13.- Estructura de Alternaria Sp. UAAAN. ........ooiiiiiiiiiiiiiieeee e 20
Figura 14.- Estructura de Fusarium sp. UAAAN.........i, 21
Figura 15.- Incidencia de hongos en el Criollo Amarillo ..............ccccoeeiiiiiiiiiieennnnn, 21
Figura 16.- Incidencia de hongos en el Criollo Amarillo ...........cccoeeeiiii, 22

Vil



INDICE DE CUADROS

(@10 =To [ (o I MR © =1 1 101 g F= T (o o [ 22
(LU F=To {0 I0Z AV o o ] PP RP 23
Cuadro 3.- Incidencia de los hongos sobre el genotipo de maiz amarillo de

acuerdo a las caracteristicas de la colonia. .........cccccvvvveviviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 32

Cuadro 4.- Incidencia de los hongos sobre el genotipo de maiz blanco de acuerdo

a las caracteristicas de la COlONIA. ...........ccuuuiiiiiiiieii e 32
Cuadro 5.- Analisis de varianza del VIgOr ..ot 33
Cuadro 6.- Analisis de varianza de germinacion ...........cc.uuveeeeeeeeniiiiiiiiieeeeee e 33

viii



RESUMEN

En México se producen diversas variedades, sin embargo, la produccién de maiz
blanco y amarillo es la mas importante. El maiz blanco se destina principalmente
al consumo humano y el maiz amarillo se destina a la industria o a la fabricacion
de alimentos balanceados para la produccién pecuaria. Unos de los principales
problemas que interfieren en la produccion del maiz es la incidencia de hongos

fitopatdgenos, que originan pérdidas que ascienden a millones de pesos al afio.

El objetivo de esta investigacion fue identificar los hongos presentes en 2
genotipos de maiz criollo de la region de San Cristébal, Chiapas, relacionados con
la importancia de la calidad de semilla. La técnica de sanidad que se utilizé para la
deteccion de hongos fue la prueba en placa con medio de cultivo PDA, en la cual
se utilizaron 100 semillas por los 2 genotipos, es decir, 50 de genotipo amarillo y
50 de genotipo blanco con 10 repeticiones de 5 semillas por tratamiento, las
cuales se incubaron a una temperatura de 25 + 2 °C por 8 dias. La identificacion
de hongos fitopatégenos se realiz6 con apoyo de las claves taxondmicas de
Barnett y Hunter (2006). Para la prueba de vigor y germinacion se empleé la
prueba de la semilla en toallas de papel enrollada, donde se utilizaron 200 semillas
por tratamiento, 4 repeticiones de 50 semillas y se mantuvieron a una temperatura
ambiente de 25 °C, evaludndose a las 168 h. Los resultados se manejaron en
términos de porcentaje y se transformaron por raiz cuadrada de arco seno, y se
sometieron a un analisis completamente al azar, la comparaciéon de las medias de
los tratamientos se realiz6 con la prueba de rango mdultiple de Tukey (P<0.05),
utilizando el software SAS version 9.1. Los géneros de hongos identificados
fueron: Penicillium, Alternaria, Nigrospora y Fusarium, la germinacién y el vigor de
las semillas fue de 63.50, 4.45 y 69.33, 6.10 para el Criollo Amarillo y Criollo

Blanco respectivamente.

Palabras claves: Genotipo, Incidencia, Vigor, Germinacion, Hongos.



INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es una de las plantas con mayor domesticacion y evolucion,
ademas, su diversidad genética esta concentrada en Mesoamérica, principalmente

en México, que es el centro de origen.

Entre sus principales usos se encuentran la alimentacion humana, animal y
produccion de almidones; por otra parte, es un insumo para la elaboracion de

aceites, barnices, pinturas, caucho y jabones, entre otros (Chavez, 1995).

De acuerdo con CONABIO (2011), en América Latina se han descrito cerca de
220 razas de maiz, de las cuales 64 (29%) se han identificado y descrito para

México, 59 son nativas y cinco crecen también en paises latinoamericanos.

En México el maiz es ampliamente cultivado por su aportacion nutrimental,
consumiéndose principalmente como grano seco procesado, en razon de ello la
investigacion de la obtencién de nuevas variedades estd encaminada a mejorar la

produccion y calidad de proteina del grano. (Di Marco et al., 2003).

Dentro de la evaluacion de calidad del grano de maiz, se debe tener en cuenta no
solo su grado de sanidad, sino también caracteristicas biofisicas como dureza y
textura, y su composicién quimica la cual permite conocer el valor nutricional del

mismo.

Entre los factores que pueden afectar la calidad del grano de maiz, desde la
cosecha hasta el periodo de almacenamiento, se encuentran la temperatura, el
aire, la actividad del agua, los insectos o acaros, los hongos, la presencia de
roedores, las impurezas, y dafios mecanicos. Aunado a lo anterior, se registra
comunmente la incidencia de hongos fitopatdgenos que principalmente invaden al
grano. Para el cultivo de maiz, se destacan los géneros Aspergillus, Fusarium y
Penicillium, causando efectos nocivos en el cultivo y en los consumidores del

grano (Rodriguez-del Bosque et al., 1995; Rodriguez-del Bosque, 1996).



Los tres géneros son productoras de micotoxinas: en Aspergillus son comunes las

aflatoxinas, principalmente las B1, M1 y G1 (A. flavus); en Fusarium son
importantes las fumonisinas, zearalenona y los tricotecenos, entre otras; mientras
que en Penicillium destacan la sintesis de la patulina, la citrina y la ocratoxina A.
Los efectos en el corto y largo plazo después del consumo de micotoxinas se
traducen en desérdenes fisioldgicos, citotdxicos e inmunosupresivos; asi como por
sus efectos teratogénicos, mutagenos y cancerigenos (Albright, 2001; Fandohan
et al., 2003; Munkvold, 2003; Peraica y Dominan, 2001).

OBJETIVOS

e Identificar los diferentes géneros de hongos presentes en semilla de maiz

de dos genotipos de la region de san Cristébal Chiapas.

e Determinar la incidencia de los hongos presentes en los dos genotipos de

maiz.

e Determinar vigor y germinacion de cada genotipo de maiz.

HIPOTESIS

Se espera encontrar al menos 2 hongos relacionados con la importancia de la

calidad de semilla.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del Maiz

El maiz (Zea mays L.) cultivado es una planta completamente domesticada, en
donde, el hombre y el maiz han vivido y evolucionado juntos desde tiempos
remotos. El maiz no crece en forma salvaje y no puede sobrevivir en la naturaleza,
siendo completamente dependiente de los cuidados del hombre (Wilkes, 1985;
Galinat, 1988; Dowswell, Paliwal y Cantrell, 1996).

El maiz es uno de los cultivos mas valorados, debido a su alta productividad y a
los diversos usos de sus productos en la nutricibn humana, la cria de animales y la

industria alimentaria (Yousif, 2010).

Segun la FAO (1993) el maiz, el trigo y el arroz son considerados los cereales mas
importantes del mundo, suministran elementos nutritivos para procesos de
transformacién, con los que se producen almidén, aceite, proteinas, bebidas

alcohdlicas, edulcorantes alimenticios y desde hace poco, combustible.

En México, el maiz forma parte de nuestra alimentacion diaria, es el cultivo de
mayor presencia en el pais, constituye un insumo para la ganaderia y para la
obtencién de numerosos productos industriales, por lo que, desde el punto de vista
alimentario, econémico, politico y social, es el cultivo agricola mas importante
(Polanco y Flores 2008).

Produccién Mundial de Maiz

De acuerdo a FOSTAT (2017) durante el ciclo comercial 2016/17 se obtuvo una
produccion de maiz en el mundo de 1,025.6 millones de toneladas. Indicando un
incremento de produccion de 6.9% con respecto a la produccion obtenida en
2015/16. Los principales paises productores son: Estados Unidos (37%), China
(21%), Brasil (8%) y con menores participaciones se encuentran la Unién Europea

y Argentina.
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Figura 1. Produccion Mundial de Maiz, Fuente: FIRA, 2016.

Produccién Nacional de Maiz

Durante el afio agricola 2015 la produccion de maiz grano en México crecio a una
tasa anual de 6.1% para totalizar 24.69 millones de toneladas. La composicién por
tipo de maiz muestra que el 85.9% de la produccién nacional correspondié a maiz
blanco, 13.6% a maiz amarillo y el restante 0.5% a otros tipos de maiz. Es de
resaltar que la proporcién de maiz amarillo se ha incrementado de 6.9% en el afio
agricola 2005 a 13.6 en 2015 (FOSTAT 2017).

® Maiz blanco ™ Maiz amarillo M Otros

[Te) el ~ o0 =2}
(=] (=1 (=] (= [=3
(=] (=1 (=] (=] o
o~ o~ o~ o~ o~

Figura 2. Producciéon Nacional de Maiz 2005 - 2015, Fuente: FIRA, 2016.
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Por ciclo agricola, la produccion de maiz en México ocurre mayormente durante el
ciclo primavera-verano. Asi, durante el afio agricola 2015, el 74.5% de la
produccién de maiz provino del ciclo primavera-verano, mientras que el restante

31.6% se produjo en otofio-invierno (FIRA, 2016).

Enfermedades de Maiz Transmitidas por Semillas

Las enfermedades de la semilla son uno de los factores que provocan el deterioro
de la misma, ademas de las condiciones climaticas anteriores a la cosecha, la
madurez de la semilla, el dafio mecénico, el ambiente de almacenamiento
(temperatura y humedad), los insectos y los genes. El deterioro de la semilla
puede medirse de manera cuantitativa, evaluando una muestra segun tres criterios

diferentes; viabilidad, germinacion y vigor de la semilla (Warham y Sulton 2003).

Doria (2010) mencioné que las semillas son la unidad de reproduccion sexual de
las plantas y tienen la funcién de propagar la vida. Sin embargo, en su misién de
ser portadoras de las caracteristicas genéticas, agronémicas y morfoldgicas
generadas por la investigacion fitotécnica pueden servir también de vehiculo para

transportar patégenos que pueden producir deterioros de la produccién agricola.

Las semillas ofrecen las condiciones nutricionales adecuadas para si misma y
para otros seres Vvivos que se asocian a ella en busca de alimentos y
oportunidades de sobrevivencia. Neergaard (1979), afirm6 que el 90% de los
cultivos destinados a la produccion de alimentos puede sufrir algun tipo de
enfermedad y sus agentes, en su mayoria, son transmitidos por la semilla. Se ha
encontrado cerca de 1.500 organismos presentes en lotes de semillas de
aproximadamente 600 géneros de plantas, por lo que se puede concluir que la
mayoria de los patégenos asociados a la semilla pueden ser transportados por ella

misma.

Al maiz lo afectan numerosas enfermedades, dentro de ellas las fungosas, que
provocan severos dafos ya que anualmente en las zonas maiceras se presentan

ligeros decrementos hasta pérdidas totales de la produccion por diversas

5



enfermedades. En el maiz, se han reportado aproximadamente 125
enfermedades, para su reconocimiento y manejo se clasifican de acuerdo a la
parte de la planta que infectan, como: follaje, espiga, tallo y mazorca (Rodriguez y
De Ledn, 2008)

Las enfermedades fungosas del maiz practicamente se inicia con las infecciones
causadas en el endospermo del grano mas que todo hacia el escutelo por
especies de los denominados hongos del campo, principalmente correspondientes
a los géneros Gibberella, Fusarium, Diplodia y Helminthosporium, y otros
contaminantes externos ocasionados por los denominados hongos de almacén,
principalmente Aspergillus y Penicillium ademas por los comunmente conocidos
como saprofitos de los géneros Mucor y Rhizopus (Castafio, 1978; Ahmed y
Blutta, 1989).

En cuanto a los hongos de campo estos infectan los granos de la mazorca desde
el cultivo y sobreviven en estado latente en el endospermo de la semilla,
principalmente en el escutelo, reanudando de inmediato sus funciones vitales en
presencia de las condiciones Optimas para su desarrollo (Moreno, 1988).
Ocasionan ademas la pronta muerte del embrién con lo cual la semilla pierde su
viabilidad siendo mas susceptible aquellas variedades de endospermo muy

amilaceo (Castafio, 1978).

De acuerdo a Chiristensen y Kaufmann (1969), los principales dafios ocasionados
por hongos son: 1.- reduccién del poder germinativo; 2.- ennegrecimiento total o
parcial de los granos y semilla (particularmente de los embriones); 3.-
calentamiento y hedor; 4.- diversos cambios bioquimicos; 5.- produccién de
toxinas, que al ser injeridas pueden ser dafinas al hombre y a los animales

domeésticos; y 6.- pérdida de peso.

Navarrete (1986), sefial6 que generalmente las semillas infectadas van a producir
cultivos de menor calidad, asi como bajo rendimiento, pues al desarrollarse la
nueva plantula se desarrolla también el patégeno contenido en la semilla,

afectando el desarrollo normal de la planta. Ademas, el hecho de sembrar semillas



infectadas repercute a nivel epidemiol6gico, pues esta se comporta como foco de
infeccion a partir del cual se diseminan los patdégenos hacia plantas vecinas y se

incrementara la incidencia de la enfermedad.

Fenwick (1988), mencion6 que la cantidad de inoculo puede ser bastante
pequefio, pero muchas enfermedades son capaces de multiplicarse rapidamente
al momento de sembrar las semillas y esta poca cantidad puede causar graves

danos en el cultivo.

Importancia del Género Fusarium

Fusarium es un hongo de amplia distribucién mundial, que pertenece a un extenso
género de hongos filamentosos, muy comun en los suelos cultivados. Su
presencia se asocia mas a suelos neutros y ligeramente acidos, se desarrolla
entre los 6 y 40°C con un 6ptimo de 18 a 30°C; es aerdbico y en general necesita
de una humedad relativa alta para crecer y proliferar. La mayoria de las especies
son saprofitas y son microorganismos relativamente abundantes en suelo. Algunas
especies producen micotoxinas en los cereales que pueden afectar a la salud de
personas y animales si éstas entran en la cadena alimentaria (Blancard et al.,
2000).

La importancia de Fusarium como patégeno de plantas se ha puesto de
manifiesto, debido a la dificultad de controlar las enfermedades que produce. Ya
gue se dividen en tres grupos en funcion del tipo de enfermedad que producen. El
primer grupo, cuyo representante principal es F. oxysporum, los cuales provocan
marchitamiento vascular. El segundo grupo, provoca pudricion en la raiz, el cual
es F. solani, y por ultimo las especies que provocan enfermedades en plantas
gramineas (F. verticilliodies, F. graminearum, F. avenaceum, y F. culmorum)
(Price, 1984).

En condiciones normales de laboratorio, las colonias presentan un crecimiento
rapido, que en pocos dias llega a cubrir toda la placa del medio de cultivo. El color

que desarrollan puede depender de la especie y del medio de cultivo, y éste puede



ser blanquecino, crema, anaranjado, rosa, rojizo, purpura, etc. La velocidad de
crecimiento, la morfologia y la pigmentacion de la colonia son datos importantes

para la identificacion morfolégica (Nelson et al., 1983).

Fusarium spp. en Maiz

Fusarium sp., puede sobrevivir en estado latente, o alimentandose de los restos
vegetales que quedan en el suelo, después de la cosecha. El hongo presente en
los rastrojos, o sobre la superficie de la semilla, penetra a través de los tejidos
tiernos de la radicula, Invade las raices, alcanza el cuello y la pudricion puede
ascender varios entrenudos de la base del tallo. EI hongo puede ser sistémico,
gracias al sistema vascular y de esta forma llega a alcanzar a las mazorcas e
infectar a la semilla. Esporas transportadas por el aire o insectos, también pueden
infectar directamente a los tallos, hojas y particularmente a los elotes (Apodaca y
Quintero, 2008).

MacGee (1988) enlist6 las principales enfermedades del maiz mencionando que
son portadas y transmitidas por semillas, asi como su agente causal y entre estas
se encuentran las pudriciones del tallo, raiz y mazorca, ocasionadas por el género

de Fusarium.

Aunque estas pudriciones son causadas por las especies de Fusarium
verticillioides y F. graminearum, la especie de F. verticillioides es la mas reportada
como causante de dafios en las zonas maiceras de México, especialmente cuando
las plantas se acercan a la madurez y esta se encuentra asociada con periodos de
sequia, Pérez (1985) reporté una marca y sobresaliente incidencia de este
patégeno en tallos de maiz por dafios de podredumbre en la zona maicera del

bajio.

McGee (1988) menciond que Fusarium verticillioides es el causante de
pudriciones del tallo y mazorca en maiz y Fusarium culmorum y otras especies
causan pudriciones en el tallo y raiz, donde la médula del tallo se desintegra

dejando intactos solo los haces vasculares.



Pudricion de la Mazorca por Fusarium

Entre las enfermedades de mayor importancia econdémica se encuentra la
pudricion de mazorca causada por Fusarium sp., la cual se localiza en todas las
regiones donde se siembra el maiz, principalmente en zonas tropicales con alta
humedad relativa. Este patdgeno es capaz de colonizar y causar dafio en todas
las etapas del cultivo y sobrevivir amplios periodos en residuos vegetales (Thomas
y Buddenhagen, 1980; Desjardins et al., 1994; De Leon, 1997; Mendoza et al.,
2003). En semilla, puede invadir y ocasionar manchas en el exterior, reduciendo la
tasa de geminacién por la muerte del embriébn (De Ledn, 1997; Gonzalez et
al.,2007; Morales et al.,2007). La severidad de esta enfermedad en maiz causa un
efecto directo en la disminucion del rendimiento, que, para el centro de México,
oscila del 6 al 55% (Gonzéalez et al., 2007; Briones et al., 2015) y en la zona

agricola de Sinaloa se reportan pérdidas mayores a 30% (Garcia et al., 2012).

La incidencia de pudricion se ha incrementado en los ultimos afios, debido en
parte al efecto de la precipitacion desde la formacién de la espiga hasta la
cosecha, y a la presencia de dafio mecénico en la mazorca y del grano provocado
por el gusano elotero Helicoverpa zea B., gusano cogollero Spodoptera frugiperda
L. y otros insectos, los cuales contribuyen a la diseminacién de las esporas de
Fusarium (De Ledn, 1997; Paliwal et al., 2001; Wu, 2006).

Las mazorcas infectadas por Fusarium desarrollan una pudricion caracteristica de
unos cuantos granos aislados o areas relativamente grandes de granos. El micelio
blanco o ligeramente rosado se puede desarrollar sobre los granos infectados.
Granos afectados presentan un rayado, debido a la presencia del micelio bajo el
pericarpio. Similar al caso anterior, en maiz esta especie sintetiza micotoxinas

conocidas como fumonisinas (Rodriguez y De Ledn, 2008).

Respecto al efecto de Fusarium verticillioides sobre la calidad fisiologica de la
semilla Marasas et al., (1988) encontraron evidencia de infeccion en semillas
durante la germinacion viéndose afectado el vigor, al utilizar el filtrado toxico de

este hongo como inoculo encontraron que las micotoxinas de Fusarium



verticillioides producidas en los granos infectados son demasiado toxicas para los

humanos y animales.

Especies de Fusarium contaminan las mazorcas en el campo, y posteriormente
cuando éste cereal es sometido a secado y otros procesos, el hongo puede llegar

a morir; no obstante, la micotoxina puede permanecer en el grano (Ayvar, 1997).

Micotoxina Producidas por Fusarium

Algunos géneros de hongos patégenos de plantas tienen la capacidad de producir
toxinas, las cuales pueden afectar de formas diversas al hombre y a los animales
que ingieren alimentos contaminados con esos hongos. Entre los géneros
productores de toxinas estan Aspergillus, Penicillium y Fusarium, entre otros.
(Schumann, 1991).

Los hongos del género Fusarium producen micotoxinas como la zearalenona
producida por F. oxysporum. F. avenacearum, F. graminearum, fumonisinas
producidas por F. verticillioides, moniliforminas por F. subglutinans y F.
avenacearum Yy deoxinivalenol por F. verticillioides y F. graminearum (Marasas,
2001). Sélo unas pocas especies del género Fusarium tienen la capacidad de

atacar algunos cereales y de producir micotoxinas (Schumann, 1991).

El nivel de micotoxinas en grano depende en gran medida de la severidad de la
podredumbre de la espiga (Reid et al., 1996, Desjardins et al., 1998); por lo tanto,
el desarrollo y uso de genotipos con resistencia frente a estos patégenos puede
ser una alternativa de manejo Util para reducir la contaminacién con micotoxinas.
Las dos principales vias de ingreso de Fusarium spp. al grano de maiz son los
estigmas o las heridas causadas por pajaros o insectos en los granos en

desarrollo (Lew et al., 1991).
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Hongos Asociados con la Pudricion de la Mazorca y Granos de Maiz

Segun la FAO (2001) varios hongos infectan las mazorcas y los granos causando
su pudricion, algunos de los causantes de la pudricion de las mazorcas estan
ampliamente distribuidos y muchos de ellos causan dafios importantes entre la
iniciacion de la floracion femenina y la cosecha, sobre todo en areas humedas y

con lluvias abundantes afectando sensiblemente el rendimiento y calidad.

Dentro de los hongos mas comunes que causan la pudricion de la mazorca y del
grano se encuentran: Diplodia maydis y D. macrospora; Fusarium spp.;
Physalospora zeae; Aspergillus spp; Cladosporium herbarum; Rhizoctonia zeae;

Nigrospora oryzae; Penicillium spp; entro otros (FAO, 2001)

Smith y White (1988) menciona que algunas especies de hongos, especialmente
Penicillium oxalicum, Aspergillum flavus y A. niger que causan la pudricidon de los
granos en el campo son también parasitos de los granos almacenados y pueden
dafar el grano de maiz en el periodo de almacenamiento. Estos hongos, en el
campo, atacan y dafian el grano cuando su humedad es alta, por lo general por
encima de 18%. Durante el almacenamiento los hongos atacan y dafan el grano

cuando la humedad esta entre 14 y 18%.

Género Penicillium en Maiz

El dafio mas frecuente es causado por Penicillium oxalicum, aunque en ocasiones
puede haber otras especies asociadas. Muchas veces la infeccién esta asociada
con el dafio causado por insectos en la mazorca. Un polvo de color azul-verdoso
muy conspicuo crece entre los granos y sobre la superficie del olote (raquis). Los
granos dafiados por el hongo desarrollan un color amarillento y rayas visibles en el
pericarpio (CIMMYT, 2004).
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Género Nigrospora en Maiz

Esta enfermedad estd ampliamente distribuida y el hongo causante sobrevive
generalmente en los residuos de las plantas que quedan en el campo. Las
mazorcas estan disecadas (momificadas) y no pesan. Ademas, los granos estan
manchados y se desprenden facilmente del olote. Un examen cuidadoso de los
tejidos del olote y de las puntas de los granos muestran pequefias masas negras
de esporas (CIMMYT, 2004).

12



MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de Fitopatologia del Departamento

de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

Figura 3.- Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2019.

Material Genético

Se utilizaron 2 genotipos de maiz criollo, los cuales fueron obtenidos de la region

de San Cristobal de las Casas, Chiapas (Ver figura 4).
1.- Maiz Amarillo

2.- Maiz Blanco

Figura 4.- Genotipos, A) Criollo Amarillo y B) Criollo Blanco
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Prueba de Sanidad de la Semilla en Medio de Cultivo

El medio utilizado fue el de papa dextrosa agar (PDA).

Se realiz6 de acuerdo a la prueba del manual de laboratorio para la semilla de

maiz y trigo de Warham y Sulton (2003).

Preparacion de PDA completo papa dextrosa agar

En un matraz de 1 litro se agreg6 19.5 gramos de PDA sintético, posteriormente
se afiadid 500 ml de agua destilada, tapando el matraz con papel aluminio, para
luego agitarlo de manera constante y asi obtener una mezcla homogénea. A
continuacion, se esterilizo en la olla de presién a 120 °c por 15 minutos, dejandolo
enfriar por 45 minutos, después en la cabina de flujo laminar se procedi6 a vaciarlo

en cajas de Petri, para su solidificacién (ver figura 5).

Figura 5.- Preparacion de Medio de Cultivo PDA, Departamento de Parasitologia,
UAAAN, 20109.

Desinfeccidn de semilla

Se tomaron 50 semillas de cada material genético, para desinfectarlas en una
solucién de hipoclorito de sodio (blanqueador comercial) al 3% durante 3 minutos,
luego enjuagarlas con agua destilada por 1 min y finalmente se dejaron secar en

toallas de papel por 10 min, para después realizar la siembra (ver figura 6).
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Figura 6.- Desinfeccion de la Semilla.

Siembra

La siembra fue realizada en las cajas de Petri con el medio de cultivo PDA, 50
semillas fueron seleccionadas y distribuidas en 10 repeticiones de 5 semillas por
caja de Petri, para cada genotipo, por ultimo, se rotularon y sellaron e incubaron a

una temperatura de 25 °C durante un periodo de 8 dias (ver figura 7).

Figura 7.- Siembra de Semillas en Medio de Cultivo PDA.
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Preparacion de laminillas

Una vez terminado el periodo de incubacién, se presentd el desarrollo de

diferentes colonias fungosas.

En un porta objetos se agregd una gota de lactofenol y con una aguja de diseccion
esterilizada se tomé una pequefia cantidad de micelio, luego se puso un cubre
objetos, para posteriormente identificar las muestras montadas de cada colonia

fungosa presente.

Identificacién del patégeno

Los hongos se identificaron con la ayuda de un microscopio compuesto con los
objetivos 5x, 10x, y 40x, Utilizando las claves taxondémicas de Barnett y Hunter
(2006), y con el apoyo del manual de laboratorio para semillas de maiz y trigo de
Warham y Sulton (2003).

Prueba de Vigor y Germinacion.

Prueba de vigor y germinacién de la semilla en toallas de papel enrolladas

La metodologia se realiz6 segun el manual de laboratorio de ensayos para
semillas de maiz y trigo de Warham y Sulton (2003), modificado a 200 semillas por

tratamiento.

Se tomaron 200 semillas de maiz de cada genotipo, con 4 repeticiones de 50
semillas, distribuidas uniformemente en una sola linea en la parte media superior
de la toalla de papel previamente humedecida, la radicula apuntando hacia la
parte inferior de la toalla de papel y con el lado del embrion hacia arriba. A
continuacion, se cubridé con una toalla de papel humedecida, se doblaron en forma
de taco, se colocaron las repeticiones dentro de bolsas de plastico abiertas de la

parte superior y marcadas con los datos correspondientes, para finalmente
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dejarlos en la cdmara bioclimatica a temperatura ambiente de 25 °C + 2°C por 168

h. (ver figura 8).

Figura 8.- Prueba de Vigor y Germinacion en Toallas de Papel Enrolladas — Maiz.

Evaluacion de germinacién

Se evalué mediante criterios de Warham y Sulton (2003), contando el numero de

plantulas normales, anormales y semillas no germinadas (ver figura 9)

Los resultados se manejaron en términos de porcentaje y se transformaron por
raiz cuadrada de arco seno, y se sometieron a un analisis completamente al azar,
la comparacion de las medias de los tratamientos se realiz6 con la prueba de

rango multiple de Tukey (P<0.05), utilizando el software SAS versién 9.1.

Figura 9.- A) semilla sin Germinar, B) Plantula Anormal, c¢) Plantula Normal,
Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2019.
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Evaluacion de vigor

Se utilizé la evaluacion segun el manual de laboratorio para la semilla de maiz y
trigo Warham y Sulton (2003), en este caso en cada repeticion se midieron las 5
plantulas mas largas y se calculo la longitud media. La puntuacion del vigor fue
representada por un valor del 1 al 10 (Valor mas alto), segun la cantidad de
plantulas con una longitud superior a 2/3 de la longitud media de las 5 plantulas

mas largas (ver figura 10)

Los resultados se manejaron en términos de porcentaje y se transformaron por
raiz cuadrada de arco seno, y se sometieron a un analisis completamente al azar,
la comparacion de las medias de los tratamientos se realiz6 con la prueba de

rango multiple de Tukey (P<0.05), utilizando el software SAS version 9.1

Figura 10.- A) Medicion de plumula y B) Medicioén de raiz en plantulas de maiz
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacién de Hongos

Se observaron 4 tipos de colonias de diferente coloracion, que fueron, Fusarium,
Penicillium, Alternaria y Nigrospora, para su identificacion se utilizaron las claves
taxondémicas de Barnett y Hunter (2006) utilizando el microscopio compuesto con
los objetivos 5x, 10x, y 40x.

En la colonia de color café claro se presentaron caracteristicas del género
Nigrospora, hifas subhialinas amarillentas y conidiéforos de apariencia corta,
globosa y de color café palido, produciendo un conidio de manera individual. Los
conidios de color café obscuro a negro brillante, en forma de huevos (Ver figura
11).

Conidiéforo

Conidio

{

b N
Sy AR R T I

Figura 11.- Conidiéforos y Conidios de Nigrospora sp. UAAAN.

En la colonia de color verde presento caracteristicas que definen a Penicillium sp.,
los conidi6foros conspicuos, hialinos, lisos, septados, con una serie de
ramificaciones parecido a un cepillo, con tipicas fialidas hialinas en forma de
frasco. Los conidios unicelulares esféricos u ovoides, lisos y de color azul-verde
(Ver figura 12).
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Figura 12.- Estructura de Penicillium sp. UAAAN.

En la colonia de color café obscuro a negro se observaron caracteristicas de
género Alternaria, el cual presenta conidioéforos de color café obscuro a olivaceo,
se producen individualmente y en pequefios grupos simples o ramificados. Los
conidios con forma de huevo y raqueta, de color café obscuro con paredes lisas 0

ligeramente rugosas (Ver figura 13).

? Dep. € | Cadenade conidios

Figura 13.- Estructura de Alternaria sp. UAAAN.

En la colonia de color blanco-purpura se presentaron caracteristicas del genero
Fusarium, el cual presento abundantes microconidios de forma oval, hialinos,
unicelulares y ligeramente aplanados en cada extremo, también se formaron
cadenas de microconidios. Los macroconidios hialinos, septados de forma curva a

casi recta y ligeramente alargados (Ver figura 14).
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Figura 14.- Estructura de Fusarium sp.

Incidencia de Hongos

La incidencia de los hongos sobre los genotipos criollos fue del 100% (Ver figura
15 y 16). Hernandez (2018) reporto a Fusarium verticillioides en maices criollos
del Municipio de La Trinitaria Chiapas, con una incidencia del 31.25 al 33.55%
para el Criollo Amarillo y Morado respectivamente. Sin embargo, en este trabajo,
Fusarium sp. presento una incidencia del 80% en Criollo Amarillo y 82% en Criollo

Blanco.

80_ -

* Penicillum ~ Fusarium = Nigrospora ~ Alternaria

Figura 15.- Incidencia de hongos en el Criollo Amarillo
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82_—

* Penicillium ~ Fusarium = Nigrospora

Figura 16.- Incidencia de hongos en el Criollo Blanco

Prueba de Germinacién

De acuerdo al analisis estadistico no se muestra diferencia estadistica en la
germinacion de los genotipos de maiz P>F 0.70, con un coeficiente de variacion
del 28.60 %, el Criollo Amarillo presento la germinacion mas alta con una media
de 69.33 y el Criollo Blanco 63.50. (Ver Cuadro 1). Garcia (2018) reporto una
incidencia de los hongos en genotipos de maiz Pionner 4082, Elotero 7573,
Jaguan, Pozolero y un Criollo del 64 al 100%, no afectando la germinacion de las
semillas, el genotipo Pionner 4082 presento 92.50% de germinacién y los
genotipos restantes presentaron un porcentaje de germinacion de 89.50%, sin
embargo, la incidencia del 100% de los hongos en las semillas en estudio si
resultaron afectadas, presentado un nivel de germinacion bajo.

Cuadro 1.- Germinacion
Genotipo Media | Agrupacion

Criollo Amarillo | 69.33 A

Criollo Blanco | 63.50 A

Letras iguales no son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey al
0.05 de probabilidad.
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Prueba de Vigor

En la prueba de vigor no se muestra diferencia estadistica entre genotipos Criollos

P>F 0.20, con un coeficiente de variacion del 31.10%, el Criollo Blanco con una

puntuacion de 6.10 y el Criollo Amarillo 4.45 (Ver cuadro 2), Hernandez (2018)

reportdé una incidencia total de hongos y un valor en el vigor de 39.25, 6.32 y

47.25, 5.65 para el Criollo Morado y Amarillo respectivamente.

Cuadro 2.- Vigor

Genotipo Media | Agrupacion
Criollo Amarillo | 4.45 A
Criollo Blanco 6.10 A

Letras iguales no son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey al

0.05 de probabilidad.
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CONCLUSION

Se identificaron 4 géneros de hongos en los genotipos, los cuales son; Fusarium
(80%), Penicillium (16%), Nigrospora (2%) y Alternaria (2%), en el Criollo Amarillo
y Fusarium (82%), Penicillium (16%) y Nigrospora (2%) en el Criollo Blanco

afectando la germinacion y vigor de las semillas en estudio.
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APENDICE

Cuadro 3.- Incidencia de los hongos sobre el genotipo de maiz amarillo de
acuerdo a las caracteristicas de la colonia.

GENOTIPO Porciento (%) de incidencia
AMARILLO Fusarium | Penicillium | Nigrospora | Alternaria
Repeticion 1 40 40 20 0
Repeticion 2 60 20 0 20
Repeticion 3 100 0 0 0
Repeticion 4 100 0 0 0
Repeticion 5 60 40 0 0
Repeticion 6 80 20 0 0
Repeticion 7 100 0 0 0
Repeticion 8 100 0 0 0
Repeticion 9 80 20 0 0
Repeticién 10 100 0 0 0

Cuadro 4.- Incidencia de los hongos sobre el genotipo de maiz blanco de acuerdo
a las caracteristicas de la colonia.

GENOTIPO Porciento (%) de incidencia
BLANCO Fusarium | Penicillium | Nigrospora
Repeticion 1 80 20 0
Repeticion 2 100 0 0
Repeticion 3 80 20 0
Repeticion 4 100 0 0
Repeticion 5 100 0 0
Repeticion 6 40 60 0
Repeticion 7 80 0 20
Repeticién 8 100 0 0
Repeticién 9 40 60 0
Repeticion 10 80 20 0
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Cuadro 5.- Andlisis de varianza del vigor

FV GL SC CM F P>F
Tratamiento 1 5.44500000 | 5.44500000 2.02 0.2048
Error 6 16.15000000 | 2.69166667
Total 7 21.59500000
C.V =31.10199 %
Cuadro 6.- Analisis de varianza de germinacion
FV GL SC CM F P>F
Tratamiento 1 58.333333 58.333333 0.16 0.7025
Error 1781.666667 | 356.333333
Total 6 1840.000000

C.V =28.60120
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