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RESUMEN

Una de las enfermedades de mayor importancia en México y en todos los paises
donde se cultiva el maiz, corresponde a la pudricion de la mazorca; la cual reduce
el rendimiento del cultivo y afecta la calidad y cualidades fitosanitarias de las
semillas. Fusarium Link (Nectriaceae) es el género mas comun que ocasiona
pudricion de mazorca y tallo en el cultivo de maiz. Especies de Fusarium se aislaron
de granos y cortes de tallo con pigmentaciones de color morado, café y marrén de
diferentes genotipos de maiz; las cuales se identificaron morfo-molecularmente
mediante claves taxonémicas, con el uso del software Dinocapture 2.0, asi como
por extraccion de ADN mediante el método CTAB y amplificacion de la region ITS1
e ITS4 por PCR. Se identificaron cuatro especies; Fusarium equiseti, Fusarium
verticillioides, Fusarium incarnatum y Fusarium napiforme con una identidad de 98
a 100% en un rango que abarc6 desde 690 a 800 pb. Los genotipos con mayor
incidencia de Fusarium spp. fueron Pioneer 30F35 en San Miguel, Teotlalco, Puebla
y el Criollo Blanco en Contla, Puebla, con 35.2 y 39.6% en granos y 44.44 'y 26.7%
en tallos por F. verticillioides y con menor incidencia los genotipos, Tiburén de
Tetelilla, Morelos, con presencia de tres especies de Fusarium y con incidencia solo
en granos con 1.5, 3.7 y 29.2% por F. incarnatum, F. verticillioides y F. napiforme
respectivamente, y el genotipo Pioneer P4028W de Tepalcingo, Morelos, con
incidencia solo en granos con 2.2% por F. verticillioides, y de 13.7 a 28.9% en
granos y tallos por F. equiseti. EI maiz es el principal alimento en muchas
localidades de México, sin embargo, debido al alto consumo de este y sus
derivados, asi como al alto consumo de carne de bovino alimentado con este maiz
puede actuar como via de ingesta de micotoxinas. Existe la necesidad de
implementar medidas de calidad que garanticen la produccién inocua de granos
para el consumo animal y humano, y evitar posibles enfermedades por

contaminacion directa e indirecta.

Palabras clave: Fusarium equiseti, Fusarium incarnatum, Fusarium napiforme,

Fusarium verticillioides, incidencia, pudricién de tallo y mazorca, severidad.



INTRODUCCION

El cereal mas ampliamente distribuido a nivel mundial es el maiz, este cultivo ocupa
el tercer lugar en produccion, seguido por el trigo y el arroz (SIACON, 2007). El
grano de maiz es una fuente importante de carbohidratos y proteinas; sin embargo,
existen factores que limitan el rendimiento y la calidad del maiz entre ellos hongos
de importancia econémica. Toda la planta puede ser aprovechada y los derivados
de este cultivo incluyen alimento, forraje y materia prima para la industria (FAO,
1993).

El maiz en los ambientes tropicales es atacado por un gran nimero de patdgenos
que causan importantes dafios econémicos a su produccién (FAO,1993). En México
ningun otro cultivo tiene tanta importancia como el maiz. El maiz grano representa
85% del volumen nacional de cereales y 2.8% de la produccién mundial, ocupando
el cuarto lugar (SAGARPA, 2013), por otro lado, las enfermedades flngicas
presentes en el cultivo de maiz afectan raiz, tallo y mazorca principalmente,
pudricion del tallo y mazorca es ocasionada por Gibberella/Fusarium Link
(Nectriaceae) (Levin et al., 2003).

En Fusarium son importantes las fumonisinas, zearalenonas y los tricotecenos, en
el género Aspergillus son comunes las aflatoxinas; mientras que en Penicillium se
destaca la sintesis de la patulina, la citrina y la ocratoxina (Sharma, 2004).
Fusarium puede ocasionar multiples dafios en toda la etapa vegetativa de la planta,
en semilla, el micelio puede invadir y ocasionar manchas en las cubiertas externas,
causando ademas disminucion de la germinacion por la muerte del embrion
(Cisneros, 2004; Gonzalez et al., 2007; Morales et al., 2007), mientras que en
plantula y planta adulta, debilita y pudre la raiz, ocasionando acame. En el maiz, la
pudricion de tallo y mazorca esta asociada con F. verticillioides (=moniliforme) Sheld
y F. graminearum Schwabe (Gonzalez et al., 2007), sin embargo, la incidencia de
enfermedades estad relacionada con la susceptibilidad intrinseca de algunos

materiales de maiz, el manejo agronémico y las condiciones ambientales a las que



se exponen las plantas durante su desarrollo, no obstante, seria de gran utilidad
identificar genotipos de maices resistentes a la pudricion de tallo y mazorca, los
cuales darian gran ventaja para el manejo eficiente y econdmico de esta

enfermedad (Gonzalez et al., 2007).

Los hongos fitopatégenos pueden causar graves pérdidas en términos econémicos
y produccion, por lo tanto, el paso crucial en el manejo de enfermedades en
condiciones naturales de campo es detectar adecuadamente el patbgeno. Ademas,
para la salud humana las micotoxinas han representado una amenaza latente, pues
pueden actuar como un asesino silencioso ya que su consumo en dosis muy
pequefias no induce sintomas clinicos evidentes, pero con el tiempo puede traer
graves consecuencias sobre la calidad de vida (Borja y Calvo, 2017). En este
contexto, el objetivo de la presente investigacion fue conocer la importancia
socioeconémica y cultural del consumo de maices criollos y comerciales en
municipios de los estados de Puebla y Morelos, asi como la identificacién morfo-

molecular de especies del género Fusarium asociadas a los genotipos cultivados.

Justificacion
El estudio de las micotoxinas de los cultivos en el mundo es importante econdémica
y socialmente, y més para México por el cultivo de maiz, ya que es la principal fuente
de alimento para la poblacién, sin embargo, es afectado por especies del género
Fusarium, de las cuales, algunas son productoras de micotoxinas que podrian

afectar la salud de las personas al consumirlas directa o indirectamente.

Objetivo General
Conocer la importancia del consumo de maiz y su almacenamiento en sistemas de
subsistencia y comercial, asi como la identificacion de los fitopatégenos asociados

al maiz en los diferentes sistemas de produccién.



Objetivos Especificos

e Identificar dos o mas especies de Fusarium asociadas a las pudriciones de
mazorca y tallo.

e Analizar el consumo y almacenamiento de maiz de sistemas de subsistencia
y comercial.

e Identificar molecular, morfolégica y morfometricamente los fitopatdbgenos
asociados al maiz en sistemas de subsistencia y comercial.

Hipotesis

Se espera encontrar al menos dos especies toxigénicas del género Fusarium y un
consumo de maiz igual o menor a la media nacional en México, asi como una
produccion y almacenamiento de maiz en los estados de Puebla y Morelos igual o

superior al 50% de los entrevistados.



REVISION DE LITERATURA
Situacion Actual de la Producciéon de Maiz en el Mundo

El maiz Zea mays L. (Poaceae) es uno de los cereales que mas se produce y
consume a nivel mundial, la produccion se centra en cuatro paises: Estados Unidos,
China, Brasil y Argentina, cubriendo un total de mas de 2 tercios de la produccion
mundial. En 2019, la produccion obtenida a nivel mundial fue de 1,148,487,291 t,
con una superficie cosechada de 197,204,250 ha, con un rendimiento promedio
mundial de 5.8 t ha* (FAOSTAT, 2019).

Produccion Nacional y Estatal de Maiz en México

México ocupa el 8° lugar en produccion mundial de maiz, una tercera parte del
territorio de siembra en el pais esta destinado al cultivo de maiz. En 2019, México
tuvo una produccion de 27,228,242 t a nivel mundial, con una superficie cosechada
de 6,690,449 ha, con el rendimiento promedio nacional de 3.4 t ha! (FAOSTAT,
2019). Sinaloa se posiciona como uno de los principales estados productores de
maiz grano en México, en el ciclo 2020 la produccién alcanzada por dicho estado
fue de 6,298,369 t, representando el 23%, seguido de Jalisco con 3,943,009 t
(14.4%) de la produccion nacional, mientras que, en Morelos, se cultivaron
38,124.00 ha con un volumen de produccion de 149,243 t, donde, Tepalcingo,
Morelos, alcanzo un volumen de produccion 18730 t de maiz grano; representando
el 6.24% de rendimiento (SIAP, 2020).

El Estado de Puebla tiene tradicion ancestral en el cultivo del maiz, al ser cuna de
su domesticacion, por resguardar especies nativas y por ser el quinto productor a
nivel nacional con mas de un millon de toneladas anuales (Osorio-Garcia et al.,
2015).



Razas de Maiz en el Mundo

El término raza se ha utilizado en el maiz y en las plantas cultivadas para agrupar
individuos o poblaciones que comparten caracteristicas en comun, de orden
morfoldgico, ecoldgico, genético y de historia de cultivo, que permiten diferenciarlas
como grupo (Anderson y Cutler, 1942).

En América Latina se han descrito cerca de 220 razas de maiz (Goodman y McK,
1977), de las cuales 64 (29%) se han identificado, y descrito en su mayoria para
México (Anderson, 1946; Wellhausen et al., 1951; Herndndez y Alanis, 1970;
Ortega, 1986; Sanchez 1989; Sanchez et al., 2000).

Principales Hongos Perjudiciales en Granos de Maiz

La pérdida en la produccidon de maiz para grano se asocia con su manipulacion
durante la cosecha en el campo, almacenaje, transporte y procesamiento para el

consumo humano o animal (Padréon- Martinez et al., 2013).

La contaminacion fangica en granos de maiz representa importantes pérdidas
econOmicas a la produccién agricola, ademas del deterioro del valor nutritivo de los
granos. Los hongos que comUnmente atacan al maiz tanto en campo como en
almacén pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium; estos
patégenos son productores potenciales de micotoxinas, las cuales pueden causar
dafios a la salud de quienes las ingieren (Hernandez et al., 2007; Montes et
al., 2009).

Género Fusarium

Generalidades e Importancia

Los hongos del género Fusarium son ascomicetos filamentosos, presentando un
micelio bien desarrollado, septado y conidioforos caracteristicos. Son considerados
principalmente como hongos de campo (Sumalan et al., 2013). De las mas de 100

especies de Fusarium descritas, solo 12 de ellas pueden considerarse patdégenas



para el humano, entre ellas destacan F. solani, F. oxysporum y F. verticillioides
(Tapia, 2014).

El género Fusarium esta mundialmente distribuido e infecta una alta gama de
cultivos, incluyendo maiz; infecta especificamente granos, plantulas, mazorcas,
raices o tallos, ademas causa diversas enfermedades. Este patdgeno es un
problema agricola muy importante reduciendo el rendimiento y calidad de los
granos, ademas de la produccion de toxinas responsables de enfermedades graves

en los seres humanos y animales (Leyva-Mir et al., 2017).

Estos patégenos vegetales se pueden dividir en tres grupos en funcién del tipo de
enfermedad que producen. Un primer grupo, cuyo representante principal es F.
oxysporum, provoca marchitamiento vascular en el huésped, en segundo lugar,
estarian las podredumbres de raiz causadas por F. solaniy por ultimo las especies
que provocan enfermedades en plantas gramineas (F. verticillioides, F.

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

Las enfermedades causadas por Fusarium spp. pueden ser muy agresivas en
climas humedos; en las zonas donde la humedad es baja, la infeccion es causada
casi de manera exclusiva por el inéculo presente en residuos de cereales infectados
gue permanecen en el suelo. El patdogeno invade directamente la base de los tallos,
cerca o debajo de la superficie del suelo, o entra a la planta a través de las raices
(Cook, 2010).

Clasificacion taxonémica (EPPO, 2020)

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hipocreales
Familia: Hipocreaceae

Género: Fusarium Link ex Grey



Biologia

Fusarium pertenece a un género cosmopolita de hongos imperfectos, estan
ampliamente distribuidos en el suelo y en partes de las plantas subterraneas y
aéreas, y restos de las plantas (Gordon, 1959; Booth, 1971; Burgess, 1981). Se han
descrito estados sexuales (teleomorfos) para algunas especies de Fusarium. Todos
los teleomorfos conocidos de Fusarium spp. estan incluidos en el orden Hypocreales

de Ascomycota (Samuels et al., 2001).

Fusarium spp. producen clamidosporas, resistentes a las condiciones adversas,
permitiendo que el hongo sobreviva periodos prolongados en el suelo, mientras que
los conidios, se producen en un esporodoquio, que es una masa de conidiéforos
(tallos que contienen conidios) colocados firmemente juntos. Hay dos tipos de
conidios: macroconidios (esporas grandes y multicelulares) y microconidios
(esporas pequefias y unicelulares). Los conidios generalmente no se transmiten por
el aire, sin embargo, el hongo puede transmitirse por el aire en trozos de restos de

plantas infectadas, en polvo o en salpicaduras de agua (Koike et al., 2019).

Distribucion geogréfica

El género Fusarium presenta una distribucién cosmopolita y es endémico de zonas
maiceras de todo el mundo (Mendozaet al., 2003). La presencia y dafios
ocasionados en maiz por Fusarium han sido reportados en los estados de
Tamaulipas, Chiapas, Durango y Guanajuato (Moreno, 1996; Hernandez et
al., 2007).

Micotoxinas de importancia

Las micotoxinas con mayor interés son las aflatoxinas, fumonisinas, ocratoxina A,
patulina, tricotecenos, zearalenona; correspondiendo principalmente a los géneros

Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Ayala, 2007).



Factores que intervienen en la formacion de micotoxinas

Son muchos los factores que intervienen en el proceso de proliferacion fungica y de
la contaminacion de micotoxinas. Siendo los principales: temperatura, humedad,
tipo de suelo, susceptibilidad del cultivo, madurez de los granos en el momento de
la cosecha, los dafios mecénicos por insectos y/o pajaros sobre el grano y el tipo de
almacenamiento. El impacto econémico de las micotoxinas es enorme, estimandose
que casi el 25% de las cosechas a escala mundial es afectado anualmente por
hongos toxigénicos, que generan problemas al reducir la capacidad nutritiva del
cereal en los alimentos, aumentan los costos de produccién y la mortalidad e

incrementan la susceptibilidad a enfermedades infecciosas (Ayala, 2007).

Toxinas por Fusarium

Requena et al. (2005) Indicaron que Fusarium tiene la capacidad de producir una
amplia gama de micotoxinas y pueden clasificarse en: Tricotecenos estrogénicos, o
micoestrogenos donde los mas importantes son la zearalenona y el zearalenol y
tricotecenos no estrogénicos incluyendo: vomitoxina o deoxinivaleno, fumonisina
B1l, toxina T-2, diacetoxiscirpenol, monoacetoxiscirpeno, triacetoxiscirpenol y

escirpentriol.

Las fumonisinas son producidas esencialmente por F. moniliforme y existen 6 tipos
de fumonisinas, B1, B2, B3, B4, A1 y A2. Sin embargo, las que suelen encontrase
con mas frecuencia y las mas importantes son la fumonisina B1 (FB1) y la B2 las
cuales se pueden encontrar como contaminantes naturales, en los cereales,
preferencialmente en el maiz y subproductos del maiz (Gimeno, 2011).

La fumonisina Bl es estable a largo plazo; sin embargo, el proceso de
nixtamalizacion (condiciones alcalinas y de alta temperatura) provoca su
degradacion. Los efectos toxicos de las fumonisinas se encuentran relacionados
con enfermedades en animales, como la leucoencefalomalacia equina y el edema

pulmonar porcino. Se considera que, en humanos, el consumo de maiz con este



contaminante podria estar asociado al desarrollo de cancer de eséfago (Quiroz-

Figueroa et al., 2016).

Pudricién de Mazorcas de Maiz por Fusarium spp.

Las pudriciones de mazorcas de maiz causadas por Fusarium normalmente son
atribuidas a dos especies de este género: F. graminearum y un complejo de hasta
cuatro especies relacionadas a F. verticillioides. Hongos de este género estan
relacionados también con otras enfermedades del maiz como pudricion de semillas,

plantulas, raices y tallos y en ocasiones hasta manchas foliares (Martinson, 1990).

Fusarium infecta la planta a partir de la raiz, para alcanzar los entrenudos del tallo,
con lo cual logra colonizar el sistema vascular y viaja por el xilema, infectando la
parte aérea de la planta; los conidios de los hongos pueden ser transportados por
el aire, la lluvia y los insectos, hasta lograr ser depositados sobre la planta; una vez
ahi, si logran llegar a los pelos de la mazorca (estigmas), estaran en capacidad de

alcanzar el grano de maiz (Quiroz-Figueroa et al., 2016).

Pudriciones del Tallo por Fusarium spp.

Estas pudriciones aparecen en las Ultimas etapas del desarrollo de la planta y
causan un dafio importante desde el inicio del desarrollo del grano hasta su madurez
fisiol6gica. Hay tres hongos principales que causan estas pudriciones: son especies
de Diplodia, Fusarium y Gibberella. La pudricibn causada por los hongos del
género Fusarium comprende varias especies: F.  verticillioides (Gibberella
fujikuroi) y F. graminearum (Gibberella zeae). La pudricibn comienza enseguida
después de la polinizacién y afecta las raices, la base de la planta y los entrenudos
bajos y la enfermedad progresa a medida que la planta madura; se rompen los tallos
y ocurre una maduracion prematura como en otras pudriciones. Las plantas pueden
permanecer erectas aun cuando estén secas, pero caeran facilmente al ser
golpeadas; como en la pudricién causada por Gibberella la médula se desgarra y

los tejidos circundantes se decoloran (FAO, 2021).



Ciclo de Vida de F. verticillioides

El ciclo de vida de este hongo estd compuesto de un estado saprofitico y otro
parasitico, durante el estado saprofitico F. verticillioides obtiene los nutrientes de los

tejidos muertos produciendo estructuras infectivas para establecer una enfermedad.

Los hongos sobreviven
enlaterraocen la
superficie del suelo

Se produce infeccion a través

de las lesiones en los granos
(aves, insectos) o sistémicamente
por las raices.

4

Macroconidia, microconidia
se propagan por aire

El hongo también suele
estar en la semilla

Figura 1. Ciclo de vida del hongo en semillas de maiz (Araque, 2012).

Por otro lado, durante el estado parasitico, el hongo obtiene sus nutrientes de las
células del hospedante después de una colonizacion intracelular. Las enfermedades
sintoméaticas y la muerte de las plantas de maiz no son muy comunes, pero el estado
parasitico es responsable de la pérdida econdémica. En los tejidos enfermos se
encuentran altas concentraciones de fumonisinas y en la fase asintomatica con
frecuencia contiene bajas concentraciones; esto es importante para la salud del ser
humano, ya que el maiz asintoméatico es utilizado para su alimentacion (Cantu-

Rodriguez, 1998).
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Principales rutas de infeccion

El hongo F. verticillioides utiliza multiples rutas de entrada a la planta para colonizar

distintos tejidos y de esa manera causar diversas enfermedades a lo largo del

desarrollo.

1.

Infeccion sistémica de las plantulas. Ocurre durante y desde la germinacion de
la semilla, y a lo largo del establecimiento de la plantula. Este patdégeno penetra
de forma directa el pericarpio y a las células de la epidermis de la raiz tres dias
después de que se siembran las semillas inoculadas. Las hifas colonizan las
células del parénquima del escutelo y llegan hasta el cortex. Entre 25 y 30 dias,
las raices y el mesocotilo ya se hallan colonizados y pueden mostrar sintomas
de pudricion, dependiendo de la cantidad de indculo y de factores ambientales
(Murillo et al., 1999).

Infeccién de la mazorca por medio del estigma. La via mas comun para que F.
verticillioides infecte a la mazorca es a través del estigma. Sucede cuando el
in6culo aéreo y las conidias transportadas por el agua de lluvia se depositan en
el estigma. De esa forma se facilita el acceso a las células del pericarpio y la
hifa del hongo crece en la superficie de la cuticula para poder acceder al grano,
a traves de la parte inferior del canal estilar, incluso en ausencia de lesiones

mecanicas (Duncan y Hawar, 2010).

Infeccion del tallo y la mazorca por dafio mecénico. Al alimentarse, varios
insectos plagas del maiz horadan las mazorcas y los tallos de la planta. Este
dafio mecanico funciona como ruta de entrada para las conidias de F.
verticillioides. Ademas, hay insectos que actian como vectores del hongo, ya
sea dispersandolo a lo largo de la superficie de la planta hacia los granos o,
bien, transportandolo a través de grandes distancias. Otros vectores descritos

son el gusano elotero, los trips y los gorgojos (Gilbertson et al., 1986).
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. Y,
Figura 2. Rutas de entrada de F. verticillioides a la planta de maiz. 1. Infeccién
sistémica de plantulas. El hongo sobrevive en la semilla o en el suelo de donde
accede a la plantula e infecta las raices. 2. Infeccidén a través del estigma. Las
conidias del hongo son depositadas en el estigma (E) y penetran a traves de la parte
inferior del canal estilar (CE). C: carpelo, SE: saco embrionario. 3. Infeccion a través
de heridas. El hongo accede al tallo y/o a la mazorca a través de lesiones mecanicas
causadas por insectos al alimentarse (Hernandez et al., 2014).

Diseminacion

Las especies de este género estan ampliamente distribuidas en el suelo y en partes
aéreas de las plantas afectadas (Booth, 1986). El hongo puede sobrevivir en el suelo
como micelio 0 como esporas en ausencia de sus anfitriones, y si se encuentra
cerca una planta hospedera, la infeccidon puede iniciar en las raices (Ma et al., 2013).
El hongo puede sobrevivir sobre los residuos de plantas afectadas, y la dispersion
de las esporas se realiza por medio del viento (diseminacion a larga distancia) y la
lluvia (diseminacion a corta distancia). Una vez que se desarrolla sobre el grano de
maiz, tanto la temperatura como el agua libre en el grano determinaran las tasas de

crecimiento del hongo (Tribo, 2021).
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MATERIALES Y METODOS

Estudio Socioecondmico y Cultural del Cultivo de Maiz

Para obtener informacion de los consumidores de maiz y sus derivados, asi como
los métodos de su almacenamiento en los estados de Puebla y Morelos, se disefid
una encuesta semiestructurada con preguntas cuantitativas y cualitativas a 200

familias por estado (Cuadro 1).

Cuadro 1. Encuesta realizada a familias en localidades de los estados de Puebla y
Morelos

Sobre el consumo de maiz y sus derivados

¢ Edad?

¢Numero de integrantes en la familia?

¢, Consumen maiz criollo o hibrido?

¢,De qué color es el maiz que consumen?

¢, Consumen productos derivados del maiz?

¢, Cuantas veces a la semana consumen productos derivados del maiz?
¢ En qué cantidad consumen productos derivados del maiz?

¢, Consumen carne y/o derivados de ganado que incorpora en su dieta maiz?
¢,De qué carne consumen?

¢ Cuéntas veces a la semana consumen carne?

¢ En qué cantidad consumen carne?

Sobre el almacenamiento del maiz

¢ Producen maiz?

¢Almacenan el maiz para consumo o lo venden?

¢En qué almacenan el maiz?

¢Aplican algun producto cuando esta almacenado el maiz?
¢, Qué producto utilizan en el almacenamiento del maiz?

¢ Por cuanto tiempo almacenan el maiz?

Material genético
Los materiales en estudio se obtuvieron al final del ciclo de produccién (noviembre,
2019) de nueve parcelas de maiz destinadas para grano (consumo humano y
animal) en los municipios de Contla, San Miguel, Teotlalco Puebla; Tepalcingo y

Tetelilla en el estado Morelos (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Genotipos de maices criollos e hibridos utilizados en esta investigacion.
Origen del material genético Genotipo

Tetelilla, Morelos Pioneer P4028W
Tepalcingo, Morelos Pioneer P4028W
Tetelilla, Morelos Tiburén

San Miguel, Teotlalco, Puebla Criollo Negro
San Miguel, Teotlalco, Puebla Pioneer 30F35

San Miguel, Teotlalco, Puebla Zapata 2

Contla, Teotlalco, Puebla Criollo Blanco
Contla, Teotlalco, Puebla Criollo Negro
Contla, Teotlalco, Puebla Pioneer 30F35

Colecta de Material Genético

De cada genotipo, en plantas con ciclo fenolégico completo, se tomaron al azar 15
mazorcas de 10 hileras centrales y 15 cortes de tallos con pigmentaciones en el
exterior (Fig. 3) entre el cuarto y quinto entrenudo, las muestras se colocaron en
bolsas de papel de estraza, protegidas en hieleras de poliestireno expandido, se
identificaron y trasladaron al Departamento de Parasitologia de la UAAAN en

Saltillo, Coahuila.

Figura 3. Pigmentacion exterior en tallos de maiz. C=Color café, Mo= Color morado,
MA= Color marron.
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Ubicacion del Procesamiento de Muestras

En cuanto al analisis y procesamiento de muestras, esto se llevd a cabo en el
Laboratorio de Entomologia Molecular y Alternativas de Control de Plagas del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN), en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México (25°21°13” LN, 101°01’ 56" LO,
1610 msnm) (Fig. 3).

Figura 4. Localizacion de Buenavista, Saltillo, Coahuila, México
Aislamiento de Fitopatdgenos de Tallo y Mazorca de maiz

Las muestras de tallo se seccionaron en cortes de 1cm? de plantas sanas e
infectadas (Fig. 4). Esta actividad se realiz6 bajo campana de flujo laminar, las
cuales se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 3% durante 2
min (tres veces) y en agua destilada por 1 min (tres veces), posteriormente se
dejaron secar por 10 min, y enseguida tres cortes se colocaron en placas de Petri
con medio de cultivo Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) (1 g de KH2PO4,1 g de
KNOs, 0.5 g de MgS0O47H20, 0.5 g de KCL, 0.2 g de glucosa, 0.2 g de sacarosa y
20 g de agar en un 1L de agua destilada) + antibiético (Gentamicina, 1 mL L1). Las

placas de Petri se sellaron y mantuvieron en una camara de crecimiento para
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microorganismos (Yamato®) mantenidos a 26°C por 168 h. Se realizaron 15
réplicas por genotipo, correspondiendo una repeticion a una placa de Petri con tres

cortes.

El aislamiento de fitopatégenos del grano (Fig. 5) se determin6 de acuerdo con el
Sistema Nacional de Sanidad de Semillas (SNHS, 2020). Primero, los granos se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3% (2 veces) y posteriormente se
enjuagaron con agua destilada por 1 min (2 veces). La siembra fue realizada en
charolas de polietileno sobre dos capas de papel secante estéril (previamente
humedecidas), 50 granos fueron seleccionados al azar y distribuidos uniformemente
en la charola, dando un total de 20 réplicas por genotipo, finalmente las charolas se
rotularon y se mantuvieron a 25 £ 2 °C por 48 h en cadmara bioclimatica,
posteriormente, se congelaron a -20 °C durante 24 h, y por Ultimo se mantuvieron a
temperatura ambiente (25 °C = 2) por 264 h, alternando 12:12 h luz blanca:

oscuridad.

Figura 5. Muestra de tallo rotulado y mazorca de maiz utilizadas para el aislamiento
de Fusarium spp.
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Purificacion de los Patégenos Mediante Cultivos Monoconidiales

Se extrajeron tres explantes de 6 mm de diametro de cada colonia de hongo aislado
y se colocaron en tubos de ensayo con 9 mL de agua destilada estéril y se extrajo
1 mL para enseguida depositarlo en una placa de Petri con medio SNA y con una
varilla de dispersion se disemind uniformemente sobre toda la placa, 24 h después
se tomo solamente un conidio germinado y se coloco en placas de Petri con SNA 'y
se mantuvieron a 25 + 2 °C por 120 h en una incubadora de crecimiento para

microrganismaos.

Identificacién Morfolégica y Morfométrica a Nivel de Género y Especie

Los diferentes hongos aislados se montaron en portaobjetos con azul de algodén y
cubreobjetos, para posteriormente ser observados en microscopio compuesto
(Olympus cx21led) con el objetivo de 40 y 100X e identificados a nivel de género.
La identificacion a género se baso en la estructura y caracteristicas morfologicas
como forma de macroconidios y microconidios, formacion de clamidosporas y las
estructuras de los conidiéforos, asi como caracteristicas macroscépicas de la
colonia, para la identificacion se apoyé en las claves taxon6micas para géneros de

hongos imperfectos de Barnett y Hunter (1998).

Los géneros obtenidos fueron identificados morfolégica y morfometricamente a nivel
especie, con el tamafo y forma de macroconidias; tamafio, presencia o ausencia de
microconidios, formacion de clamidosporas y las estructuras de los conidiéforos.
Para la identificacion morfolégica se utilizaron las claves del manual de laboratorio
de Fusarium de Leslie y Summerell (2006) y la clave interactiva para Fusarium de
Seifert (1996). Para la morfometria se realizaron 100 mediciones en cada una de
las estructuras antes mencionadas utilizando un microscopio digital con camara
integrada y apoyo del software DinoCapture 2.0 (Dino-lite, 2021). También se
documento el crecimiento en PDA, color, textura de colonias y el tipo de micelio de

las mismas especies.
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Identificacién Molecular

Extraccion de ADN

Se utilizé el método de bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) (Almeyda et al.,
2001), para ello, partiendo de cepas axénicas, micelio de cada cepa de Fusarium
spp. se maceré en mortero con pistilo de porcelana previamente esterilizados, al
cual se agregaron 500 uL de extraccion con: NaCl 1.4 mM, EDTA 20 mM, PVP 1%
Tris Base 100 mM (pH 8) y 200 uL de B-mercaptoetanol. El producto de la
maceracion se colocé en tubos eppendorf estériles de 1.5 mL, se incub6 a 65°C por
45 min a 15 rpm y se agito en un vortex por 30 s. Enseguida se afiadi6 a la muestra
500 pL de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamilico, 24:1) y posteriormente se
centrifugd a 1200 rpm durante 15 min. Se recuperé el sobrenadante y se pasé a
otro tubo, y se agreg6 igual volumen de isopropanol frio y se mantuvieron a -20 °C
por 24 h. Transcurrido ese tiempo, se centrifugé a 1200 rpm durante 10 min, los
tubos se decantaron y finalmente la pastilla de ADN obtenida de los diferentes
aislamientos se re-suspendio en 60 uL de agua libre de nucleasas y se almacené a
4 °C.

Amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se hizo la amplificacion de la regién ITS1 e ITS4. Se realiz6 una mezcla para la
amplificacion en un volumen final de 15 L, compuesto por 5.8 yL de agua MQ, 2.5
ML de buffer (10X), 0.5 uL de dNTP’s (10mM), 2.5uL de cada iniciador ITS1 (5TCC
GTA GGT GAACCTGCG G3) e ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC37), 0.2
ML de Tag-polimerasa, 0.2uL de ADN Tag-polimerasay 1uL de ADN. Las reacciones
de amplificacion se efectuaron usando un termociclador bajo el siguiente programa:
1 ciclo de 95°C 3min, seguido de 35 ciclos a 95°C por 10 s, 57 °C por 30 sy 72 °C
por 45 s, finalizando con un ciclo de polimerizacién de 72°C por 5 min. Los productos

de la PCR se corrieron en geles de agarosa al 1% y se visualizaron bajo luz UV.
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Finalmente, los productos de PCR se purificaron mediante el producto isolate Il PCR

and gel kit.

Secuenciacion

Las muestras se secuenciaron en el Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica (IPYCIT) con el método de didesoxinucleétidos marcados en el
secuenciador del Analizador Genético 3130, y la secuencia obtenida se ensamblo y
comparo con las disponibles en la base de datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI), usando la herramienta BLAST para secuencias altamente

similares.

Analisis de Datos

El proceso de analisis de los datos de las encuestas obtenidas por las familias se

realiz6 mediante el software Excel® version 16.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio Socioecon6mico y cultural del Cultivo de Maiz

La alta incidencia de F. equiseti, F. verticillioides, F. incarnatum y F. napiforme en
los granos de los genotipos Pioneer 30F35, Criollo Negro y Zapata 2 de San Miguel,
Teotlalco, Puebla, ademés del Criollo Negro, Criollo Blanco y el Pioneer 30F35 en
Contla, Puebla (hibridos y criollos) representan un grave problema, debido a que
estos genotipos son utilizados principalmente como alimento para las personas y el
ganado, con un alto consumo de maiz, asi como sus derivados. Los resultados de
las entrevistas realizadas a campesinos en las localidades de estudio muestran que
pocas personas saben que consumen maices hibridos y criollos, desde colores
blanco, negro y rojo, y en menor proporcion de los entrevistados no saben qué tipo
de maiz consumen. El consumo de maiz y sus derivados para estas localidades es
de 1.15y 1.13 kg diarios en un promedio de 6 dias (dias que consumen maiz) en
los estados de Puebla y Morelos, respectivamente, es decir, si hacemos la
interpolacién a los 7 dias de la semana seria un consumo de 0.9554 y 0.9416 kg

por dia.

Se identificaron tres y cuatro especies de Fusarium en Puebla y Morelos,
respectivamente, con niveles de incidencia distintos tanto en granos como en tallos,
ademas, se observo que las personas almacenan la cosecha de maiz en un periodo
menor de seis meses hasta 1 afio, en condiciones no adecuadas (Cuadros 3, 4, 5,
6, 7).

Un almacenamiento seguro depende de la determinacién de humedad, puesto que
este factor influye en la actividad biologica de un organismo fangico. Cuando el
grano es almacenado con un alto porcentaje de humedad, es mas facilmente
atacado por hongos e insectos, dafiandolo y acelerando su descomposicion
(Gonzalez,1995). Los granos de maiz deben almacenarse de tal forma que no se

deteriore su calidad. Lo anterior puede lograrse si se controla la humedad del grano,
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la humedad relativa y la temperatura ambiente, ya que son determinantes para su

conservacion (Rosas et al., 2006).

Los dafios que pueden producir los granos de almacén son irreversibles al grano,
como es la reduccion del poder germinativo, ennegrecimiento total o parcial del
grano, haciendo mayor énfasis a la produccion de micotoxinas, las cuales pueden
ser perjudiciales para la salud humana y animal, después de la ingestion de alimento
contaminado, inhalacién o contacto con la piel y la enfermedad que causan es
conocida como micotoxicosis. Las caracteristicas de una micotoxicosis son:
enfermedades no transmisibles; los tratamientos con farmacos y antibiéticos tienen
poco o ningun efecto; los brotes son frecuentemente temporales; los brotes son
usualmente asociados con un producto alimenticio especifico; y el andlisis de la
comida o producto alimenticio revela los signos de la actividad fungica (SAGARPA,
2016).

Las micotoxinas reducen el desempefio del organismo volviéndolo susceptible a
enfermedades afectando principalmente el higado y llegando a producir cancer en
el humano; en los animales, arriba de ciertas concentraciones tolerables, afectan el
desempefio del hato, como reproduccion, crecimiento y produccién lechera
(UNISEM, 2014).

En el cuadro tres se muestran las especies de Fusarium encontradas en muestras
de granos de maiz provenientes de municipios de Puebla y Morelos. Se identificaron
tres y cuatro especies de Fusarium en Puebla y Morelos, respectivamente, con
niveles de incidencia distintos; en el Estado de Puebla de las tres especies
identificadas, F. verticillioides presentd la mayor incidencia con un 15%, mientras
gue en el Estado de Morelos F. napiforme fue la especie con mayor incidencia;
contrario a Puebla en donde esta especie se presentd con menor incidencia. Se
identificaron tres especies de Fusarium en el Estado de Puebla, asociado a
genotipos criollos que tienden a ser mas susceptibles al atague de patégenos. Del

total de las personas entrevistadas, se encontré que en Puebla un mayor nimero o
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de personas producen maiz (42) en comparacion con las personas entrevistadas en

Morelos que fueron 28 (Cuadro 3).

En el cuadro cuatro se observa el nivel de incidencia de cada especie de Fusarium,
son diferentes en granos y tallos; la mayor y menor incidencia de hongos en tallos
de maiz del material colectado en el Estado de Puebla fueron las especies F.
verticillioides y F. napiforme, mientras que en Morelos F. incarnatum manifestd

mayor incidencia y la especie F. equiseti presentd la menor incidencia.

De las 200 personas entrevistadas en Puebla, el 50% consumen maiz criollo e
hibrido, mientras el otro 50% de la poblacién no tiene idea de qué tipo de maiz
consumen. En Morelos 40% de las personas entrevistadas consumen maiz de
ambos genotipos y el 60% no sabe qué tipo de maiz estan consumiendo (Cuadro
5).

Los pobladores que solo consumen maiz criollo en el Estado de Puebla representan
un 10% y en Morelos los consumidores de este tipo de maiz representan solo el 1%
de la poblacion, haciendo referencia a que la mayoria de los consumidores no saben
si es maiz criollo o hibrido el que consumen. Por otro lado, en ambos estados el
maiz que mas se consume es el de color blanco que representa mas del 50% de la

poblacién entrevistada.
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En el cuadro seis se observa el consumo de productos derivados del maiz, carne y
derivados del ganado, en la nutricion animal es utilizada en diversas formas: grano
entero, molido, forraje y demas. Los resultados obtenidos de las entrevistas indican
gue de las 200 personas entrevistadas por cada estado, todas consumen derivados
del maiz, de estos en Puebla el 34% consume carne de res, 66% consume carne
de puerco, 94% consume carne avicola, mientras que en Morelos se tuvo un
resultado parecido,32% consume carne de res, 70% consume carne de puerco y el
98% consume carne avicola, teniendo que la mayoria de las personas consumen
carne avicola, siendo Morelos el estado que supera el consumo de dicha carne., en
una escala promedio de 5 dias a la semana, asi mismo tenemos que el 98% de las

personas consumen derivados del ganado.

En el cuadro siete se observa la produccion y almacenamiento de maiz en los
Estados de Puebla y Morelos. En este estudio se observa que en ambos estados la
mayoria de las personas (79% en Puebla y 86% en Morelos) no producen el maiz
gue consumen y las personas que lo producen lo destinan para consumo y venta,
otras venden su produccion y muy pocas producen Unicamente para consumo (el
1% en ambos estados). De los diferentes tipos de almacenamiento, la mayoria
utilizan bolsas plasticas (7% en Puebla) y toneles de plastico (3% en Morelos), en
el estado de Puebla el menor almacenamiento se da en trojas de madera (2%),
mientras que en Morelos tiene el menor almacenamiento en galones de plastico
(2%), también se usan costales y cuartos sin ventilacién. El tiempo de
almacenamiento es menor a los seis meses en ambos estados, tanto en Puebla
como en Morelos la mayoria almacena su produccion sin aplicar algun producto y
los que aplican usan el fosfato de aluminio. En el presente estudio resalta que la
mayoria de las personas desconoce cdmo manejar un buen almacenamiento de la
produccion, puesto que las bolsas plasticas generan mayor humedad a los granos
y alun mas si no existe buena ventilacion; igualmente para utilizar el fosfato de
aluminio se deben de tomar en cuenta cierta informacion y capacitacion acerca de

los peligros y controles de dicha sustancia quimica.
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Identificaciéon morfolégica 'y morfométrica

En las cepas de hongos aisladas en granos y tallos de maiz de las nueve
localidades, se observaron colonias aplanadas de crecimiento lento y rapido, de
colores blanco, naranja y morado (Fig. 6). F. verticillioides fue el patdgeno que mas
se encontr6 en las purificaciones realizadas (A2, A3, A4, A6 y A9), asi mismo esta
especie muestra diferentes coloraciones y texturas en el mismo medio de

crecimiento.

Figura 6. Vista superior de las colonias de especies de Fusarium purificadas y
aisladas de maiz. Al= F. incarnatum, A2= F. verticillioides, A3= F. verticillioides,
A4= F. verticillioides, A5= F. equiseti, A6= F. verticillioides, A7= F. napiforme, A8=
F. equiseti, A9=_F. verticillioides.

Estos hongos presentan microconidios hialinos de forma de garrote y ligeramente

aplanados en cada extremo de 6.597 a 45.788 ym de largo y de 2.537 a 4.760 pm
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de ancho, macroconidios de curvos a casi rectos; de 3-9 septos con la célula basal
en forma de pie de 34.036 a 79.555 ym de largo y 3.383 a 6.800 um de ancho,
clamidosporas (ausentes en algunas especies) (Cuadro 8), con caracteristicas
macro y microscopicas; caracteristicas determinantes para especies del género
Fusarium. Se identificaron un total de cuatro especies, las cuales fueron; Fusarium
verticillioides (Sacc.) Nirenberg con macroconidias de forma de canoa de 34.04 a
44.05 um y microconidias en forma de garrote (en cadena) de 3.38 a 4.38 um de
largo y ancho, respectivamente, con diferentes colores, pigmentaciones de micelio,
correspondiendo a las cepas A2, A3, A4, A6 y A9. Otra especie es Fusarium
incarnatum (Robergge) Sacc. (=Fusarium semitectum) con macroconidios de 39.03
X 6.33 pm y microconidios de 12.0 x 5.05 pum, con presencia de clamidosporas y
color del micelio beige, correspondiendo a la cepa Al. Se encontré a Fusarium
napiforme Marasas, Nelson & Rabie con macroconidios de 53.38 x 5.88 ym y
microconidios fusiformes y napiformes de 8.9 x 3.11 um, micelio de color morado,
con clamidosporas que correspondi6 a la cepa A7. Por ultimo, se encontré Fusarium
equiseti (Corda) Sacc con macroconidias y microconidios alargados de 72.45 x 6.19
um y 79.56 x 6.80 um respectivamente, correspondiendo a las cepas A5 y A8 de
color beige (Figs. 6 y 7, Cuadro 8).

De acuerdo con Nelson et al. (1983) algunas especies de Fusarium forman
clamidosporas como estructura de resistencia y de propagacion; estas pueden
presentarse solitarias, en cadenas, en grupos, y también pueden presentarse en los
conidios. Siendo los conidios la principal caracteristica utilizada para la identificacion
de especies de Fusarium. La identificacibn de las especies fue basada en
caracteristicas macro y microscopicas siendo las principales el tamafio y forma de
macro y microconidios, y la pigmentaciéon del medio. Burgges y col. (1994)
mencionan que las caracteristicas clave para la identificacion de especies
pertenecientes al género Fusarium son: forma de las macroconidias, presencia o
ausencia de microconidias, el modo que se forman las macroconidias y finalmente
la presencia o ausencia de clamidosporas.

En el estado de Puebla de las tres especies identificadas de Fusarium, F.

verticillioides presentd mayor incidencia con un porcentaje del 15%, mientras que
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en el Estado de Morelos F. napiforme fue la especie que mas sobresalié de las
cuatro especies reportadas (cuadro 3), Vega (2012), reporté a Fusarium como
principal patégeno. La mayor y menor incidencia de hongos en los tallos de maiz
del material colectado en el Estado de Puebla fueron las especies F. verticillioides

y F. napiforme, mientras que en Morelos F. incarnatum manifesté mayor incidencia

y la especie F. equiseti presenté menor incidencia (cuadro 4).

nA -
Figura 7. Estructuras particulares de cada especie de Fusarium. A= F. incarnatum,
B= F. napiforme, C= F. equiseti, D= F. verticillioides. Ma= Macroconidias, Mi=
Microconidias, Me= Mesoconidias, Co= Conidiéforo, Cl= Clamidospora, Mif=
Microconidias fusiformes, Mifn= Microconidias fusiformes y napiformes, Mic=
Microconidias en cadena.

29



Cuadro 8. Medias de los analisis morfométricos por tipo de especie de Fusarium.

Macroconidias (um) Microconidias (um)
Clave Patégeno PCL
Largo +SD Ancho +SD Largo +SD Ancho +SD
Al F. incarnatum 39.03 9.41667 6.33 1.16951 12 1.53583 5.05 0.93039 Si
A2 F. verticillioides 40.04 14.8608 3.98 0.93155 7.8 1.81653 2.98 0.69867 No
A3 F. verticillioides 34.04 12.63168 3.38 0.79182 6.6 1.54405 2.54 0.59387 No
A4 F. verticillioides 40.08 14.87566 3.98 0.93249 7.8 1.81835 3.01 0.71002 No
AS F. equiseti 72.45 18.96005 6.19 1.01275 41.7 11.0455 4.34 0.70892 No
A6 F. verticillioides 44.05 16.34688 4.38 1.02471 8.5 1.99818 3.28 0.76853 No
A7 F. napiforme 53.38 8.53363 5.88 1.08289 89 1.26072 3.11 1.39604 Si
A8 F. equiseti 79.56 20.81814 6.8 1.112 45.8 12.12796 4.76 0.7784 No
A9 F. verticillioides 39.82 14.77907 3.96 0.92643 7.7 1.80654 2.97 0.69482 No

+ SD= Desviacion estandar, PCL= Presencia de clamidosporas

Identificacién molecular

La amplificacién de las cuatro especies de Fusarium abarco desde 690 a 800 pb
(Fig. 8) con un porcentaje de identidad molecular de 98 a 100% en la base BLAST
en NCBI (Cuadro 9).

Figura 8. Marcadores moleculares de las especies de Fusarium identificadas. Al=
F. incarnatum, A2= F. verticillioides, A3= F. verticillioides, A4= F. verticillioides, A5=
F. incarnatum, A6= F. verticillioides, A7= F. napiforme, A8= F. equiseti, A9= F.
verticillioides.
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La identificacibn molecular present6 coincidencia con la identificacion morfolégica
con el uso de claves y la caracterizacion morfométrica con apoyo del programa
Dinocapture 2.0.

Cuadro 9. Identificacion molecular por tipo de especie de Fusarium y su porcentaje
de identidad con otras especies en la base molecular de BLAST en NCBI.

Puntaje

Puntaje

Patogeno Pb maximo  total identidad (%) Acceso

F. incarnatum 710 915 1095 98.6 MW534564.1
F. verticillioides 700 926 926 100 MK790050.1
F. verticillioides 750 689 689 98.48 MN871798.1
F. verticillioides 750 915 915 100 MN121060.1
F. equiseti 690 865 865 98 MT515832.2
F. verticillioides 680 909 909 99.4 MNO049928.1
F. napiforme 800 915 915 99.8 MH862670.1
F. equiseti 690 920 1100 100 KR819405.1
F. verticillioides 750 926 926 99.8 MT505436.1

Pb= Pares de bases
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CONCLUSIONES

La mayoria de las personas entrevistadas no producen y desconocen el tipo de maiz

que consumen.

En ambos estados la produccion de maiz lo destinan para consumo y venta, siendo

minima la poblacién que producen Unicamente para consumo.
Se encontraron 3 y 4 especies de Fusarium en ambos estados (F. verticillioides, F.
incarnatum, F. napiforme, F. equiseti) con distintos niveles de incidencia en grano y

tallos.

En Puebla la especie que presenté mayor incidencia fue F. verticillioides, en Morelos
destaco F. incarnatum.
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