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RESUMEN.

El presente trabajo se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos “in Vitro”

del Instituto Mexicano del Maiz (I. M. M.) “Dr. Mario Castro Gil” de la UAAAN.

Su importancia radica en la necesidad de seleccionar materiales que sean
resistentes a los dafios severos como lo es la sequia, y a las incidencias de
enfermedades causadas por el hongo Fusarium moniliforme en tallos y mazorcas,
ya que urge recuperar nuestras semillas criollas que forman parte de la
alimentacion del pueblo mexicano y que son la base genética para producir

variedades que incluyan un mejoramiento integral.

Se contd con 24 genotipos de maices pigmentados a los cuales se les
practico la prueba de resistencia al filtrado toxico de Fusarium moniliforme y a
secuestradores de humedad con manitol, realizando 20 repeticiones para cada

material.

Para el analisis de Fusarium moniliforme se practico la técnica de siembra
con cajas de petri, los cuales fueron esterilizados previamente, dentro de las cajas
se acomodaron dos circulos de papel sanita y se colocaron cinco semillas en cada
caja de petri, luego se prosiguio a saturar el papel sanita con el filtrado téxico al 25
por ciento, terminado esto se instalaron las siembras en una cdmara germinadora

con temperaturas entre 25 a 30°C sin luz.



Para el analisis de sequia se opto por la técnica de taco humedeciendo el
papel sanita con manitol hasta que cubriera completamente la humedad, después
se sembraron en el centro del papel sanita cinco semillas por repeticion para cada

material.

Se tomaron lecturas en centimetros para la variable longitud de raiz y
plumula, para la prueba del filtrado téxico de Fusarium moniliforme las lecturas se
tomaron cada octavo dia, pero al tercer dia después de la siembra se la agregaba
15 ml del sustrato toxico debido a la resequedad del sustrato por las temperaturas

existentes en el interior de la cdmara germinadora.

Para la prueba de sequia las lecturas se tomaron al séptimo dia después
de la siembra, tomandose medidas en centimetros para las variables longitud de

raiz y plumula.

Teniendo ya las medidas de cada variable en las dos pruebas se prosigui6
a someterlos a un andlisis estadistico, donde se us6 un disefio de distribucién
completamente al azar, utilizando la prueba DUNCAN con o = 0.05,

encontrandose en ambas pruebas alta significancia.

Con lo anterior pudimos conocer aquellos materiales que muestran
resistencia al filtrado toxico de Fusarium moniliforme y a la prueba de sequia

utilizando manitol como secuestrador de humedad.



Los mejores criollos pigmentados con resistencia a la incidencia de Fusarium
moniliforme fueron el 1310 y el 1219, y los seleccionados como tolerantes a la
sequia son el 2406 y el 2405.



I. INTRODUCCION.

El maiz en México es mucho mas que un cultivo, es el elemento central de
la cultura culinaria rural y urbana, es corazon de la historia y el presente de los
pueblos de México, de su economia, de sus religiones e ilusiones.

Las semillas criollas nos han garantizado el alimento y forman parte de
nuestra cultura, estan adaptadas a nuestro ambiente, soportan sequias, suelos
pobres y enemigos naturales, ademas se pueden almacenar por largos periodos
de tiempo, cosa que no es posible con las semillas mejoradas, porque se
agorgojan muy rapido. Los maices criollos pigmentados en su mayoria son
blandos y harinosos, caracteristica importante para la elaboracién de productos
alimenticios, pero no se comercializan por no tener aceptacién en el mercado.

La pérdida de muchas variedades de maices criollos se debe en gran parte
a que el agricultor ya no produce para su propia seguridad alimentaria, ahora se
produce para el mercado, lo cual obliga a los agricultores a producir lo que el
mercado pide y no lo que necesitamos y sabemos producir.

El cultivo del maiz fue uno de los primeros en sufrir el rigor de la
transformacioén tecnoldgica, se empezaron a comercializar variedades de maices
blancos y amarillos, que eran los exigidos por los comerciantes y la industria,
desplazando asi gran cantidad de variedades criollas de colores.

Seamos concientes de la importancia que revisten las semillas pigmentadas
para la industria, estos son la base genética para desarrollar variedades
mejoradas, si recuperamos las semillas y el conocimiento asociado a ellas, no solo

rescatamos las semillas y conocimientos basicos para nuestra seguridad



alimentaria, sino que también estaremos en condicion de defenderlos de
cualquiera que se quiera apropiar de ellas, esta es una forma de resistencia y
rechazo a todas las formas de privatizacion de las semillas en general de la vida.

La pérdida de muchas variedades de maices criollos pigmentados se debe
en gran parte a que el mercado ha hecho que el agricultor se interese mas en
producir para tener dinero y no para tener seguridad alimentaria, pues la mayoria
de los maices criollos pigmentados se desconocen en el mercado.

Las variedades mejoradas de maiz en sus sistemas de monocultivo, con
alto rendimiento de insumos y excelentes condiciones ambientales tienen altos
rendimientos, lo que produce ventajas para los empresarios vinculados al campo y
para las ciudades; mas no para el pequefio productor.

La importancia de recuperar nuestros maices criollos de colores, es que
éstos garantizan su alimento a la familia campesina, ademas de poderlos
almacenar por largos periodos de tiempo sin que se agorgojen.

Los maices criollos estan adaptados a nuestro ambiente y soportan sequias
pudiendo ser sembradas en asociacién con otros cultivos como la yuca (Manihot
sculenta Crantz) y iame (Dioscorea spp.) que forman parte de nuestro sistema de
produccion y garantizan la seguridad alimentaria.

Si perdemos el maiz no solo perdemos las semillas de maiz, sino también
la seguridad alimentaria de nuestras zonas urbanas y ademas de que estos
maices criollos son la base genética para producir variedades que incluyan un
mejoramiento integral, que en el caso de los maices pigmentados reditué en
mayores ventajas tanto para consumo directo como uso industrial ademas de

resistencia a enfermedades y condiciones adversas.



Justificacion.

En México, las zonas semiaridas cubren una superficie aproximada de 3.3
millones de hectareas y tiene una precipitacion de 200 a 450 mm anuales. Por otra
parte el area de temporal suma el 80 % de la superficie total cultivable.

La sequia es uno de los factores que mas limita la productividad de los
cultivos en las areas temporaleras, ésta es ocasionada por la falta de precipitacion
total o parcial, por una precipitacién insuficiente, o por una mala distribucion.

En nuestro pais se estima que cada ano se pierde de 23 a 37 % del area
sembrada, por efecto de la sequia.

En la actualidad solo la actividad pluvial y el riego oportuno puede aliviar por
completo los efectos de la sequia sobre el rendimiento de los cultivos.
Actualmente no existe un método confiable para aumentar la precipitacion, durante
los periodos de sequia.

Si no se dispone de agua para irrigacion las unicas soluciones son practicas
de cultivos que aumenten la disponibilidad de agua en el suelo o la generacion de
nuevas variedades o hibridos que puedan tolerar en forma mas eficiente la sequia.
Entre los trabajos para seleccionar materiales tolerantes a sequia destacan los
métodos de laboratorio e invernadero que hacen innecesario recurrir a
experimentos en el campo, ya que en estos no hay la seguridad de contar con los
periodos de sequia experimentalmente requeridos.

Una forma en la que podemos determinar la viabilidad y seleccionar
genotipos tolerantes a sequia es mediante experimentos de laboratorio en

condiciones controladas y uniformes.



La germinacién de semillas bajo condiciones simuladas de sequia, ofrece
posibilidades para revelar el comportamiento de las mismas y predecir diferencias
entre lotes de semillas durante la germinacion en el campo.

Entre las enfermedades de mayor importancia se encuentran algunas que
causan grandes danos, como lo es la pudricidn de tallos y mazorcas provocado
por el hongo Fusarium moniliforme (Sheld.) la cual constituye el principal problema
fitopatolégico de este cultivo a nivel nacional, existiendo regiones en donde se
reduce la cosecha hasta mas de un 30 % y en otras afecta la calidad del grano.

Esta enfermedad es de suma importancia puesto que acompafia a la
necrosis del tallo ocasionando el acame de las plantas, lo cual ademas de las
pérdidas en el rendimiento, trae consigo dificultad en la cosecha y baja calidad en
el producto a consecuencia de las pudriciones de las mazorcas.

La importancia de la técnica de seleccion in Vitro de genotipos resistentes a
enfermedades, se desprende del problema actual que presenta la presencia de
enfermedades en los cultivos de interés a nivel nacional, buscando con esto un
método de evaluacion rapida y econdmica comparado con los métodos
tradicionales y con la ventaja de que no se disemina la enfermedad.

El control de esta enfermedad utilizando el método quimico, ademas de
aumentar los costos de produccién, no es muy efectivo por la capacidad de este
hongo para invernar, lo que hace necesario buscar otro método para detectar
material genéticamente resistente y de esta manera se incrementa la produccién y
se evita el uso de productos quimicos en el control de enfermedades.

Por lo anterior el Instituto Mexicano del Maiz (I. M. M.) perteneciente a la

UAAAN hace uso del filtrado téxico donde previamente se ha desarrollado el



patogeno, para la evaluacion y seleccion de germoplasma en estado de plantula
bajo condiciones de laboratorio, en donde se ha constatado que los resultados
obtenidos a nivel plantula coinciden aun en las ultimas etapas fonolégicas del

cultivo.



Objetivos generales.

1. Utilizar la metodologia in Vitro como apoyo al programa de mejoramiento
genético del maiz, como un criterio mas de seleccidon de genotipos
tolerantes a sequia y a la pudricién del tallo y mazorca provocado por el

hongo Fusarium moniliforme (Sheld.).

2. Contribuir a conservar la biodiversidad en México de los maices,

principalmente los maices criollos pigmentados.

3. Determinar si existen materiales que presenten tolerancia tanto a sequia

como a Fusarium moniliforme (Sheld.).

Objetivos especificos.

1. Comprobar cual o cuales de los maices criollos que el Instituto Mexicano

del Maiz tiene contemplado dentro de su programa de Mejoramiento

genético, son los que resulten los mas sobresalientes

2. Detectar los maices criollos pigmentados que sean tolerantes a

enfermedades y a condiciones adversas del medio ambiente.



3. Comparar las variables evaluadas de longitud de plumula y de raiz para

determinar los mejores materiales.

Hipotesis.

De acuerdo a lo antes sefialado se plantearon las siguientes hipétesis:

1. Existe gran variabilidad en respuesta de los materiales criollos evaluados
en el laboratorio en presencia de secuestradores de humedad y al filtrado

toxico del hongo Fusarium moniliforme (Sheld.).

2. Dentro de los maices criollos pigmentados existe algun o algunos criollos
que presentan resistencia a la incidencia del hongo Fusarium moniliforme

(Sheld.).

3. Los materiales que sean seleccionados para la resistencia a Fusarium
moniliforme podrian ser los mismos que se seleccionen para tolerancia a

sequia.



Il. REVISION DE LITERATURA.

Informacién general del Fusarium moniliforme Sheld y Gibberella fujikuroi
Saw.

Damarys et al (1976) cita que el hongo Fusarium moniliforme es el mas
importante en cuanto a enfermedades fungosas se refiere que limita en gran
medida la produccion de maiz, causando cuantiosas pérdidas econdmicas; asi
como cambios en su contenido nutritivo, sabor en los productos y contaminacion
de los granos con micotoxinas, ademas se sabe que este hongo es el mas

frecuente encontrado atacando a la mazorca.

Gonzalez et al. (1988) mencionan que Fusarium moniliforme (Sheld.) ha
sufrido un incremento sustancial a través del tiempo convirtiéndose en el causal de
una enfermedad muy importante en la pudricién de la mazorca vy el grano, esto se

incrementa aun mas por la practica del monocultivo de este cereal.

Garcia (1984) reporta que F. moniliforme, causa la pudricion del raiz, de la
cana y de la mazorca, asi como la marchités de las plantulas. Aunque menciona
que esta enfermedad es menos comun que la pudricién rosada causada por el

hongo Gibberella saubunetti.

Léopez et al. (1990) realizaron estudios de las pérdidas causadas por la
pudricion de la mazorca de maiz en Taulabe Comayahua, Honduras en el afio de

1987. Encontrando que Fusarium moniliforme (Giberella fujikuroi) y Sternocarpella



ssp., fueron identificadas como los agentes causales de la pudricion de la mazorca

produciendo pérdidas estimadas del 25.8 por ciento.

Marin et al. (1992) realizaron estudios sobre las enfermedades de los
cereales en Catalufia, Espana, encontrando que en maiz Ustilago zeae, Fusarium
moniliforme (Giberella fujikuroi) y G. zeae fueron los agentes causales mas

importantes de las enfermedades mencionadas.

Descripcion del género Fusarium.

Romero (1993) cita que el género Fusarium moniliforme fue descrito por
Link en 1915 quien consideré las siguientes caracteristicas: conidioforos alargados
en forma de botella, con ramas a intervalos regulares o verticilados, septadas,
individuales o agrupados en esporodoquios; conidios de dos tipos, a saber:
microconidios elipticos piriformes, unicelulares; 1) macroconidios falcados, en
cabezuelas o en cadenas; 2) macroconidios falcados, en forma de media luna o
elipticos, dos a nueve septas, apice puntiagudo, romo o en forma de gotero, base
en forma de pie; clamidosporas, si se producen globosas, uni o bicelulares, lisas o

rugosas y generalmente de color café.

Taxonomia del hongo.

Romero (1993) menciona que el arreglo de la taxonomia dentro del genero

Fusarium varia de acuerdo a los autores dedicados a su estudio. Asi, Saccardo



menciona cerca de 500 especies; Reinking y Wollenweber consideran solamente

139 en su libro “Die fusarien” publicado en 1935.

Alexopoulos y Mims (1979) ubican al género Fusarium dentro de la

siguiente taxa.

Reino.............. Mycetae.
Subdivision........... Amastigomycota.
Orden.................. Moniliales.
Familia.................... Tuberculariaceae.
Genero.............. Fusarium.
Especie.............. moniliforme.

Las caracteristicas basicas para los miembros de esta clase son: existencia
de micelio septado asi como ausencia de reproduccion sexual por medio de
conidias, razén por la cual son llamadas hongos imperfectos.

La identificacién a nivel de especie y subespecie presenta alto grado de
dificultad, pues se basa principalmente en caracteres morfoldgicos de esporas que
se pueden apreciar solo utilizando metodologias bastante complejas, por lo que

muy pocos fitopatélogos se han dedicado a estudiar este aspecto.



Distribucién e importancia de la pudricion de tallo y mazorca en el maiz

causadas por Fusarium.

Romero (1993) menciona que la distribucién del Fusarium moniliforme es
amplia, asi como su importancia econdmica, pues entre sus hospedantes
comunes figuran el maiz, el arroz, la cafia de azucar y el platano, a los que les
causa ahogamiento, pudriciones u otras anormalidades. En maiz provoca la
pudricion del tallo y mazorcas, en la cana de azucar la pudricién del tallo o
Pokkah-bong y en el arroz la enfermedad de Bokanae o gigantismo provocado por

la giberelina producida por este hongo.

Mc Gee (1988) senala que de las pudriciones causadas por las especies
Fusarium moniliforme y F. graminearum, la especie moniliforme es la mas
reportada como causante de danos en las zonas maiceras de México,
especialmente cuando las plantas se acerca a la madurez y ésta se encuentra
asociada con periodos de sequia. Pérez (1985) reporta una marcada y
sobresaliente incidencia de este patdégeno en tallos de maiz por dafos de

podredumbre en la zona maicera del bajio.

Flores y Delgado (1991) comentan que actualmente uno los problemas
fitopatoldgicos del maiz en México es la marchités causada por el hongo Fusarium
moniliforme que ocasiona dafos hasta del 100 por ciento en condiciones éptimas

para su desarrollo, ademas ataca el grano en el campo.



La Sociedad Americana de Fitopatologia (1980 ) reporté que la pudricion
del tallo esta ampliamente distribuida en Estados Unidos y otros paises
productores de maiz. En cuanto a las pérdidas ocasionadas por la pudricién de
tallo y de mazorcas se encontré de un 10 a 20 por ciento de pérdidas en Estados
Unidos y de un 25 a 30 por ciento en otros paises, ademas se ha reportado que

pueden ocasionar hasta un 50 por ciento de pérdidas en moliendas.

Zwatz (1984) indica que las condiciones de temperatura en Austria
favorecieron la produccién de micotoxinas por el patégeno Fusarium ssp en el
campo y en el almacén los hongos Aspergillus sp, Penicillium sp y Alternaria sp,

estan relacionadas con la calidad del forraje y sanidad de los animales.

Kucharek y Kommedohl (1966) concluyeron que el hongo Fusarium
moniliforme lo encontraron establecido en todo el globo terraqueo y sobre todo en
zonas templadas, humedas y semihumedas, las cueles podemos encontrarlas en

las regiones tropicales y subtropicales.

Garcia (1979) encontré que Fusarium moniliforme se encuentra establecido
en las zonas maiceras de México las cuales tienen las condiciones bidticas y
abidticas necesarias para la sobrevivencia del hongo, el cual causa cuantiosas

pérdidas en las cosechas.

Gonzales y col. (1988) reportaron que en los estados de Puebla y Tlaxcala

en los ultimos anos han tenido un incremento en el ataque de Fusarium



moniliforme provocando en las mazorcas con madurez fisiolégica y comercial,

germinacion anticipada y pudricion del grano del maiz.

Cepeda (1991) cita que en el maiz de riego de la zona templada humeda de
Michoacan la principal enfermedad es la pudricion del tallo y mazorca causada por
Fusarium moniliforme (Sheld) Snyder y Hansen, la cual causa pérdidas anuales

entre 20 a 30 por ciento por la utilizacién de genotipos susceptibles.

Toxinas.

Agrios (1991) reporta que el género Fusarium produce sus toxinas
principalmente en el maiz y otras gramineas que infecta en el campo o después
de que el maiz es almacenado en los graneros. La Zearalenona y el Tricoteceno y
sus derivados correspondientes, son producidos por varias especies de Fusarium,
principalmente en el maiz enmohecido, la Zearalenona conocida como micotoxina
F-2, es producida por Fusarium roseum, F. moniliforme, F. trisinctum, y F.
oxysporum. Las tricotecinas de las cuales las mas conocida es la T-2 son

producidas por las mismas especies y por otras distintas del genero Fusarium.

Qureshi y Hagler (1992) citan que las fumonisinas B1 (FB1) son unos de los
metabolitos recientemente descubiertos por Fusarium moniliforme (Sheld),
ocurriendo de manera natural en maiz y causa la muerte de varias especies de

animales incluyendo ratas, caballos, cerdos y patos.



Vifas (1984) reporta que la micotoxina Zearelenona fue encontrada en
concentraciones bajas en los granos de maiz, sefialando también que las especies

de Fusarium monliforme (G. fujikuroi) es el predominante.

Sintomas anatémicos y fisiolégicos producidas por las toxinas.

Fuentes (1960) reporta que en las observaciones de los sintomas de
infeccidén por Fusarium moniliforme se denota un color rosado a rojizo hasta llegar
al gris al extirpar el totomoxtle de la mazorca encontrandose que la pudricién

invade a un grupo o grupos de mazorcas.

En el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT,
1978) se observé que al existir hongos con coloracion café-rojiza en los
entrenudos basales eran caracteristicas de invasién del hongo Fusarium
moniliforme el cual en ataques severos los debilita y estas plantas podrian
sucumbir facilmente por la accién del viento y de la lluvia. Ademas, al hacer
diseccién del tallo se comprob6é que el tejido parenquimatoso desaparecia y solo

quedaban los conductos vasculares.

Alvarez (1988) menciona que cuando la infeccién por Fusarium moniliforme
inicia por las raices, trae como consecuencia que las hojas de la parte superior
presenten coloracidén grisaceo y éstas mueren (la planta aparece como si hubiera

helado de su parte terminal o de su parte donde esta la panoja o espiga).



Stayer y Cantliffe (1987) concluyeron que ahogamientos, carbonos de
plantulas, manchado de hojas, pudriciones de tallo, espiga, grano y raiz estan

relacionados con el ataque de Fusarium moniliforme.

Clasificacion de las toxinas.

Graniti (1972) menciona que las toxinas de acuerdo a su toxicologia

pueden clasificarse de la siguiente manera:

A) Zootoxinas. Son producidas por animales entre los que podemos mencionar a
los insectos, nematodos, serpientes, aracnidos y peces.

B) Fitotoxinas. Son substancias alcaloides y glucdsidas las cuales excretan
hongos y plantas clasificadas como superiores.

C) Toxinas microbiales. Son excretadas por organismos unicelulares como son
los hongos y bacterias, microplasmas y spiroplasmas, las cuales producen

substancias como micotéxinas, aflatéxinas y botulinas.

Wheeler (1975) clasifica a las toxinas conforme a los sintomas que se

producen en el organismo.

A) Patotoxinas. Se asemejan al agente causal produciendo todas las
caracteristicas de la enfermedad en las plantas susceptibles, como ejemplo de
este caso podemos mencionar a Victoriana, Fusicoccina y antimetabolitos de la

metionina.



B) Vivotdxinas. Son substancias producidas en el hospedero infectado y que
manifiestan solamente una parte de los sintomas. En esta categoria podemos
encontrar el acido fusarico que son toxinas no especificas.

C) Fitotéxinas. Estas son substancias producidas por el patdégeno, pero no
manifiestan ninguno de los sintomas de la enfermedad que producen y como
ejemplo tenemos el acido fusarico, el cual es sintetizado por metabolismo de
Alternaria solani.

D) Fitoagresiva. Son substancias que en bajas concentraciones no son toxicas al

huésped, pero son responsables de toda la sintomatologia de la enfermedad.

Impacto de las toxinas en el desarrollo de enfermedades.

Graniti (1972) menciona que las toxinas son sustancias producidas por
organismos Vvivos en pequefas cantidades activas, las cuales tienen efectos en el
hospedero como estimulantes, inhibitorios y en algunos casos letales al organismo
de acuerdo al lugar donde se produijo.

Estas pueden deambular en todo el organismo, ya que son facilmente
translocables y difusibles, ademas, tienen la cualidad de no volatilizarse y ser

perjudiciales a las plantas, animales y personas.

Ley (1985) indica que la enfermedad equina llamada Leucoencefalomalacia
guarda una estrecha relacién, ya que ésta se presenta cuando el animal ha sido
alimentado con maiz contaminado por Fusarium moniliforme aunque aun no se

sabe que micotoxina es responsable de este trastorno.



Douglas y Contreras (2005) sefialan que la contaminaciéon con micotéxinas

puede ocurrir en el cultivo durante la cosecha, en el almacenaje e incluso después

de fabricar el alimento. Las micotdxinas son compuestos muy estables que causan

una amplia variedad de efectos perjudiciales a las aves, los cuales dependen de la

naturaleza y concentracion de la micotoxina en la dieta, especie, edad, estado

nutricional y de salud del ave al momento de recibir alimento contaminado.

Las micotoxinas que mas afectan el sistema inmune de las aves son

aflatoxinas, ocratoxinas y tricotecenos, sus efectos son:

A)

B)

Aflatoxinas. En el sistema inmune puede presentarse a nivel de la respuesta
celular o sobre los efectos humorales, cuyos efectos provocan atrofia de la
Bursa de Fabricio, Timo y Bazo.

Ocratoxinas. Afectan también al metabolismo de los carbohidratos,
especialmente la gluconeogenesis, cuando se administra ocratoxina a los
animales, se observa Linfocitopenia y disminucion de las células linfoides,
especialmente en le timo, Bursa de Fabricio y las placas de Peyer.
Tricotecenos. Parece ser que el efecto téxico produce una inhibicidon primaria
de la sintesis de proteina, seguido de una interrupciéon de la sintesis de ADN y
ARN, el efecto téxico de los tricotecenos, especialmente de la toxina T-2 y

DAS, consideradas

las mas causticas dentro del grupo, resulta en una necrosis extensa de la mucosa

oral y de la piel que se pone en contacto con las toxinas.



Agrios (1996) cita que la Zearelenona, es producida por Fusarium
moniliforme. Esta toxina es mas téxica para el cerdo, en el cual ocasiona
anormalidades y degeneracion del sistema genital, conocido como el “sindrome
estrogénico”. Los cerdos hembras que se alimentan con forraje que contiene dicha
toxina muestran vulvas hinchadas en las que se produce lesiones por sangrado,
atrofia, ovarios no funcionales, aborto y procrean ademas crias que al nacer son

pequefas y débiles.

El mismo autor india que las ocratoxinas ocasionan la degeneraciéon y
necrosis del higado y el rindn, asi como también otros sintomas en los animales
domésticos. Algunas de estas toxinas persisten en la carne de los animales
alimentados con forrajes contaminados y pueden ser transmitidas a la cadena

alimentaria humana planteando posiblemente un problema de salud publica.

Produccion de toxinas por Fusarium moniliforme.

Douglas y Contreras (2005) mencionan que las micotdxinas son capaces de
producir efectos toxicos y depresion del sistema inmune, pero los cuadros clinicos
de inmunosupresion se pueden conducir con otros agentes patologicos. El hecho
de que exista una gran variedad de micotoxinas que afectan diversos 6rganos,

dificulta aun mas el reconocimiento de la condicion.

Vasonder (1986) indica que al analizar maiz y avena posiblemente sanos

los cuales fueron utilizados para alimento de caballo, detecté en ellos la toxina



llamada aflatoxina en condiciones menores de 10 ppm, cantidad que no es

suficiente para intoxicar un equino.

Stebbins (1981) realizé en tallos de maiz cinco aislamientos de Fusarium
roseum, en los cuales identificaron dos micotoxinas importantes denominados

Zearalenona y Vomitoxina.

Kimura (1981) sefala que a través de un método sistémico es posible
purificar micotoxinas producidas por Fusarium moniliforme como el Nivalenol,

Toxina T-2, Toxina H T-2, Moniliformina y Zearalenona.

Métodos de inoculacion artificial del hongo Fusarium moniliforme.

Las necesidades de poder evaluar materiales con diverso grado de
resistencia a Fusarium moniliforme, ha permitido desarrollar métodos confiables
de inoculacién del hongo.

Estos métodos nos permiten tener la seguridad de que el hongo se encuentra

presente infectando a la planta en cualquiera de sus érganos.

Método de inyeccién.

Consiste en mantener cautivas y en suspension esporas del hongo

Fusarium moniliforme, en un matraz Erlenmeyer, de donde son extraidas a través

de una jeringa hipodérmica, con el cual son inyectados varios mililitros de la



suspension por todas las bracteas y dentro de la punta de la mazorca. La
inoculacion mas efectiva del hongo con este método es 10 dias después de

espigar produciendo el mayor grado de infeccion.

Flores y Delgado (1991) evaluaron la técnica de inoculacién in Vitro e
invernadero de progenitores de hibridos de maiz para determinar tolerancia a
Fusarium moniliforme. Encontraron una alta correlacion entre los resultados
obtenidos en el laboratorio y los obtenidos en invernadero para los parametros
evaluados en los genotipos de maiz. La técnica es confiable para evaluar la

tolerancia de maiz a Fusarium moniliforme.

Método de Bala (BB-pellet).

Para poder realizar este método, es necesario tener la pistola BB, lo que
permite que al ser detonado dentro de la mazorca, lo cubrira con esporas hasta
una profundidad de aproximadamente dos pulgadas debajo de la punta, se
concluye que las etapas mas eficaces por la inoculaciéon con este método son 10,
15 y 20 dias después de espigar el maiz, ocurriendo asi la mas alta infeccién en

materiales susceptibles.

Método de la punta de la mazorca (Tip-of-Ear).

Este método consiste en separar las bracteas hacia abajo, hasta qua la

punta de las mazorcas quede completamente descubierta, aprovechando para



aplicar 10 milimetros aproximadamente de esporas en suspension con la ayuda de
una botella de plastico. Realizada esta accidon se procede a reacomodar
nuevamente hasta cubrir la punta para mayor seguridad se recomiendo colocar

papel glassine y asi evitar contaminaciones externas.

Método de palillo de dientes.

Gayla et al. (1980) describen el método de la siguiente manera:

Es necesario estar provisto de palillos de dientes comunes, los cuales son
esterilizados ya sea hirviéndolos en recipientes o en autoclave de cuatro a seis
veces con exceso de agua, con la finalidad de extraer residuos de compuestos
fitotoxicos.

Posteriormente, estos son colocados en vaso de precipitado en forma
vertical, cubiertos con una tercera parte de caldo de papa. Los vasos se tapan con
papel aluminio y se procede a esterilizarlos en autoclave por 30 minutos a 121 °C.
Una vez esterilizados se procede a sembrar con Fusarium moniliforme e incubado
por espacio de tres semanas.

Para inocular las mazorcas es necesario insertar un palillo a través de las
bracteas, en forma perpendicular a la axila de las mazorcas del maiz y éste se

deja hasta el final dela cosecha.



Método del filtrado téxico In Vitro.

Escobedo y Olivares (1987) lograron desarrollar el método de evaluacion in
Vitro de materiales de maiz para resistencia a Fusarium moniliforme. Esta técnica
consiste en colocar los embriones extraidos del maiz, en un medio de cultivo
adicionado con un 25 porciento del filtrado téxico del hongo, evaluandose a los 10

dias la longitud del tallo, longitud de raiz, peso fresco y seco de la plantula.

Etapas Fenolégicas del maiz y Fases en las cuales el maiz es mas

susceptibles de ser atacado por Fusarium moniliforme.

Bolafios y Edmeades (1993) mencionan que la fenologia de un cultivo se
refiere a los cambios periddicos que éste experimenta durante su desarrollo por
efecto del medio.

El conocimiento de las etapas fenoldgicas de los cultivos, es de suma importancia
debido a que permiten planear y operar varias actividades agricolas, entre las

cuales podemos citar a la fecha de siembra, floracién y madurez fisioldgica.

Villalpando (1990) considera que en la caracterizacion de cultivos es
importante la definicién de los conceptos de fase y etapa fenoldgica, por tal razoén,

se define a continuacion.

Fase fenoldgica. Representa cada uno de los rasgos o fendmenos

periddicos que presentan los vegetales.



Etapa fenologica. Es el intervalo comprendido entre dos fases sucesivas

como por ejemplo, la etapa de floraciéon, amarre o de fruto.

Alvarez (1988) muestra el esquema siguiente de un maiz con un ciclo de

110 dias, con 10 fases y 14 etapas.

Fases.

1.

2.

3

emergencia del coledptilo.

primeras raices de la corona y tercera hoja de emergencia.
. Alargamiento rapido del tallo y formacion del nudo.

. Formacion de la mazorca.

. Formacion de la espiga.

. Derrame del polen.

. Emergencia del jilote.

. Expansién rapida de la mazorca.

. Madurez Fisiolégica.

10. Madurez comercial.

Etapas.

. Crecimiento seminal de la raiz.

Crecimiento de la corona de la raiz.
Crecimiento de la hoja principal.

Diferenciacion de la espiga.

Dias.

14

30

42

49

56

60

65

95

110

Dias.

2al15

4 al 59

8 al 49

19 al 26



5. Diferenciacion del vastago de la mazorca. 22 al 30

6. Dehiscencia. 56 al 70
7. Polinizacion. 6 a63
8. Iniciacion del embrion. 64

9. Formacion del meristemo de la plantula / ridicula. 73

10. Acumulacién del almidén del endospermo. 74 a 84

11.Formacion de las células meristematicas de la punta del tallo del coledptilo
y radicula. 75

12.diferenciacion del eje de la plantula / radicula. 81

13.Formacion de células meristematicas del primer entrenudo

y de la hoja. 101

14.Maduracién del grano. 110

Villalpando et al. (1971) mencionan que la siembra, emergencia, octava
hoja, floracién, estado lechoso, estado masoso y madurez fisiolégica, son las

principales fases fenoldgicas del maiz.

Fases en las cuales las plantas son mas susceptibles de ser atacados por

Fusarium moniliforme.

Una gran cantidad de investigadores en sus observaciones concluyen que
F. moniliforme ataca con mayor efectividad en la fase del crecimiento seminal de

la raiz in Vitro y después de la floracién en las plantas establecidas en campo. Lo



cual nos permite evaluar tolerancia a través del laboratorio y de campo con

eficiencia.

Scoott y Futrell (1970) redujeron los porcentajes de germinacion hasta en
un 42 a 49 porciento, cuando aplicaron al suelo Fusarium moniliforme reduciendo

el crecimiento del tallo.

La Sociedad Americana de Fitopatologia (1980), indica que la presencia de
hongos de coloracion café-rojiza, empieza a desarrollarse en las partes
superiores de los granos o conjunto de ellos distribuidos en la espiga.

El hongo inicia su invasién inmediatamente después de que ha sido
efectuada la polinizacion, a esta accién del hongo se le conoce como infeccidon

prematura la cual se agrava a medida que la planta llega a su madurez.

Escobedo y Olivares (1987) reportan que al evaluar materiales in Vitro en
medios de cultivo adicionado con filtrado téxico encontraron una significativa
reduccion en longitud del tallo, raiz, peso fresco y seco de la plantula a los 10 dias

de sembrada.

Mecanismos de resistencia de las plantas al ataque de toxinas.

Agrios (1996) comenta que las plantas contrarrestan el ataque de los

patdbgenos mediante caracteristicas estructurales que actuan como barreras

fisicas e impiden que el patdégeno penetre y se propague en ellas, o por medio de



reacciones bioquimicas que tienen lugar en células y tejidos, las cuales producen
sustancias toxicas para el patdbgeno o crean condiciones que inhiben su desarrollo.

La combinacibn de las caracteristicas estructurales y reacciones
bioquimicas que utilizan las plantas para defenderse de los patégenos difieren en
las distintas interacciones hospedantes — patdgeno, incluso al tratarse del mismo
hospedante y patdgeno, las combinaciones con la edad de la planta, el tipo de
organos y tejidos de ésta al ser atacados y el estado nutricional de la planta asi

como las condiciones climaticas.

Agrios (1991) define dos tipos de resistencia genética en la planta, las

cuales se clasifican de la siguiente manera:

Resistencia verdadera. La resistencia a las enfermedades que es
encontrada genéticamente por la presencia de uno, varios 0 muchos genes para la
resistencia de las plantas contra el ataque al patégeno, se conoce como
resistencia verdadera. En este tipo de resistencia, el hospedante y el patégeno
son mas o menos incompatibles entre si, debido a la falta de reconocimiento
quimico entre ellos, o por que la planta hospedante se defiende a si misma del
patdgeno mediante los diferentes mecanismos de defensa que ya tiene, o
activados, en respuesta a la infeccion por el patdégeno, existen dos tipos de

resistencia verdadera: horizontal y vertical.

1. Resistencia horizontal. Todas las plantas tienen un cierto nivel de resistencia

no especifica, pero no siempre la misma, que es eficaz contra cada uno de sus



patogenos. Esta resistencia esta bajo el control de muchos genes, de ahi el
nombre de resistencia poligénica o de genes multiples. El gran numero de
genes que participa en la resistencia horizontal al parecer controla las diversas
etapas de los procesos fisioldgicos de la planta, que generan las substancias y
estructuras que sus mecanismos de defensa. La resistencia horizontal no evita
que las plantas sean infectadas sino que retarda el desarrollo de cada uno de
los loci de infeccidn en la planta, y por lo tanto, retrasa la propagacion de la

enfermedad,

2. Resistencia vertical. Puede ser monogénica, estos genes controlan una etapa
importante de la interaccion entre patégeno y planta hospedante, que al
parecer son incompatibles y la planta u hospedante responde desarrollando
una reaccion de hipersensibilidad y de esta forma, el patégeno no puede

establecerse ni multiplicarse en la planta hospedante.

Control y combate de las enfermedades.

Existen hasta la fecha diferentes métodos para poder reducir los ataques de

Fusarium moniliforme los cuales no son totalmente confiables, sin embargo, han

sido utilizados como pocas opciones en causas muy extremas.

Entre los métodos podemos mencionar al quimico, biolégico y cultural.



Daniels (1983) menciona que el combate de los hongos sistémicos en la
semilla con agua caliente, alternandola con agua fria, controla a Fusarium
moniliforme en semillas de maiz infestado en forma natural. El tratamiento
consiste en remojar la semilla en agua destilada por periodos de cuatro horas a

una temperatura de 60 °C, sin que se vea afectada la germinacion.

Romero (1993) menciona que para el control de este hongo es
recomendable la destruccidn de los residuos de cosechas, el uso de fungicidas
para proteger las semillas y plantulas (Arazan, Benlate o Tecto 60), y sobre todo la

siembra de variedades resistentes.

Rio (1990) estudié el efecto de la aplicacion de 104 Kg/ha de potasio en
combinaciéon con la quema de rastrojo sobre la incidencia y severidad de la
pudricion de mazorcas en el maiz Guayape blanco 102, causado por
Sternocarpella maydis y Fusarium moniliforme en Honduras. Encontré que la
quema de rastrojo destruyd algun material o planta contaminados y la severidad
de la enfermedad decrecio, pero no influyé significativamente sobre la incidencia.
El potasio no tuvo un efecto significativo sobre la incidencia y severidad de la

enfermedad.

Lisker y Lillehoj (1991) indican que para prevenir la contaminacion por
micotoxinas (principalmente aflatéxinas y Fusarium) en pre cosecha, los métodos
se enfocan principalmente en el mejoramiento para la resistencia, practicas

culturales (irrigacién, rotacién de cultivos) y el control quimico.



Sequia.

Conceptos sobre sequia.

El agua es el liquido mas abundante e importante para los seres vivos, pero
que en condiciones de campo en gran medida el abastecimiento es inadecuado
para un buen desarrollo de las plantas por lo tanto los procesos fisiolégicos de las
plantas como la transpiracién, respiracion, y fotosintesis que son vitales para el
buen crecimiento de las plantas, pueden ser adversamente influenciadas por el

déficit hidrico.

Griffiths (1985) en el glosario de meteorologia define a la sequia como un
periodo anormalmente seco, para que se presente un desarrollo hidrolégico como

dafios a cultivos, escasez de agua, etc, dentro del area afectada.

Brawer (1985) sefala que la importancia de los programas de mejoramiento
de maiz de temporal y la conveniencia de incorporar a los maices regionales
temporaleros, genes de resistencia a la sequia de manera que estos maices
permitan al agricultor obtener una cosecha modesta en condiciones en que

generalmente se pierde a causa de la sequia.

Rajaram (1989) sefiala a la sequia como un periodo durante el cual la
carencia de humedad de la planta y/o del suelo afecta el crecimiento y desarrollo

de los cultivos.



Kramer (1980) menciona que la sequia es un estrés ambiental de suficiente
duracion para producir un déficit o estrés de agua en la planta, lo cual causa

disturbios en los procesos fisioldgicos.

Quizemberry (1987) define a la sequia como cualquier periodo durante el
cual las deficiencias de agua en el suelo afectan el crecimiento y desarrollo de las

plantas cultivadas.

Funcion del agua en la planta.

Maximov (1954) menciona que cuando el agua se introduce en las plantas y
se esparce en los tejidos realiza las funciones esenciales que explican el porqué le

es indispensable.

1). Vuelve permeable a las membranas de las células.

2). Se infiltra y llena las vacuolas de estas células produciendo la turgencia que
mantiene suficientemente rigidas a las hojas y tallos jévenes.

3). Actua como medio de dispersion de los coloides del protoplasma.

4). Al combinarse con el biéxido de carbono del aire da origen, gracias a la

fotosintesis, al complejo edificio de los carbohidratos.

Rojas (1978) anota que debido a que la célala es un coloide hidréfilo, la
planta necesita agua para formar nuevas células y para rehidratar los que ya

posee; igualmente necesita agua para sintetizar muchos de sus alimentos.



Efecto de la sequia sobre las plantas.

Quesada y Mufioz (1985) estudiaron el efecto de la sequia en diferentes
estadios de crecimiento en el maiz H-28 y encontraron que las plantas fueron
afectadas en diferentes intensidades a través de los diferentes estados
vegetativos. Cuando la sequia ocurridé antes y durante la emergencia de la espiga
causo atrasos en la floraciéon femenina y masculina, siendo mas marcada en la

primera.

Bolafios y Edmeades (1988) mencionan que si la sequia ocurre durante la
etapa vegetativa del cultivo, el impacto principal es una reduccién en el
crecimiento foliar. Debido a una menor interseccién acumulada de radiacién solar,
se puede esperar una baja en la produccién de materia seca y por la tanto de

rendimientos de grano si el indice de cosecha se mantiene constante.

Espinoza y col. (1994) mencionan que al evaluar el efecto del déficit hidrico
en el crecimiento del tallo en dos variedades de maiz, encontraron que el déficit
hidrico severo, redujo drasticamente la longitud de tallo, y volumen de la células, la

longitud de entrenudos y la longitud de tallo.

Robledo y col. (1993) consideran que el déficit hidrico es una de los
factores que en mayor grado limitan la produccién de los cultivos. El maiz aun
cuando es uno de los cultivos mas tolerantes a los déficit hidricos, también es

afectado por éstos de ahi que ano con ano se presenten desde ligeros



decrementos hasta pérdidas totales en la produccion de granos, esto dependera

de la intensidad y duracion de la sequia y de la etapa fenolégica del cultivo.

La resistencia a la sequia.

Resistencia de una planta hacia la sequia, es la capacidad que ésta tiene

para sobrevivir ante condiciones de sequia ambiental.

Quals y Fischer (1983) marcan que la resistencia a sequia desde el punto
de vista agricola se refiere a la capacidad de una planta cultivada para rendir su
producto econémico con agua disponible limitada. sin embargo, evolutivamente la
resistencia a la sequia es la capacidad de una planta o especie para sobrevivir y
reproducirse bajo humedad Ilimitada. Es evidente que los mecanismos
responsables de la supervivencia puede diferir de aquellos que permitan el
rendimiento econdmico. Debido a la historia evolutiva del maiz, es poco probable
que esta especie haya evolucionado mecanismos para la supervivencia bajo

condiciones de humedad.

Brauer (1983) menciona que bajo el nombre general de resistencia a la
sequia se designa a todo el complejo que puede descomponerse en varios tipos
de resistencia a la sequia tales como a reacciones de latencia, tolerancia a la

sequia, tolerancia a la desecacion de marchités permanente, susceptibilidad, etc.



Fischer et al. (1984) comentan que el aumento de la frecuencia de genes
para una o dos caracteristicas de resistencia a la sequia manteniendo el mismo

rendimiento, puede conducir a un mejor rendimiento bajo condiciones limitantes.

Nufez (1984) establece que la resistencia a la sequia es un término general
que describe la habilidad de una planta para sobrevivir a las deficiencias hidricas
del suelo y de la atmésfera y que no hay una forma universal por la cual un cultivo

alcance la resistencia a sequia.

Jugenheimer (1981) cita que la resistencia a la sequia es un fendmeno
complejo. Las hojas de algunas lineas puras e hibridas son danadas severamente
por el calor y la sequia, mientras que otras que crecen al lado pueden permanecer

verdes y sin danos aparentes durante severos periodos de sequia.

Quizenberry (1987) dice que para el fitomejorador el término resistencia a
sequia esta relacionado con un ambiente desfavorable por la falta de humedad y
se refiere a la capacidad de un genotipo para ser mas productivo que otro con una

determinada cantidad de agua en el suelo.

Bolafios y Edmeades (1989) sefalaron que definir el sentido estrictamente
bioldégico de la tolerancia a sequia implicaria una mayor producciéon de materia

seca bajo condiciones de sequia, y no solamente un mejor indice de cosecha.



Rajaram (1989) sefala que el término tolerancia a sequia se vincula con un
medio de escasa humedad e implica la capacidad de un genotipo de ser mas

productivo que otro con una determinada cantidad de humedad.

Munoz (1980) sefala que para valorar la resistencia a la sequia es
necesario no solo tener el comportamiento de la planta bajo sequia, sino también
bajo no sequia. Con base en el modelo riego — sequia. La resistencia a la sequia
puede definirse como la capacidad de una planta para rendir bajo sequia en
funcién de su potencial genético medio y de la interaccion de ese potencial con las
variaciones de humedad. Esto indica que una variedad resistente a la sequia se
debe seleccionar de acuerdo con el promedio (bajo ambas condiciones de
humedad) y por la capacidad para rendir su produccién en menor grado al pasar

de la condicion favorable a la desfavorable.

Caracteristicas de las plantas resistentes a la sequia.

Molina (1980) realizé podas radiculares a plantulas de maiz y seleccionoé los
genotipos tolerantes a poda radicular, como medio directo para mejorar la
tolerancia a sequia, ademas encontré en la etapa de floracién plantas con dos
tipos de espigas, unas con espigas ramificadas y otras con espigas no
ramificadas, las cruzas con espigas no ramificadas mostraron un rendimiento

superior.



Rajaram (1989) senala que diversas caracteristicas fisioldgicas y
morfoldgicas contribuyen a la tolerancia a sequia, entre ellas, la defoliacion,
alteraciones de los angulos de insercién de las hojas, una mayor proporcion de
raices / vastagos, cuticula cerosa gruesa, mantenimiento de la turgencia, estomas
cerrados, capacidad de continuar la translocacion fotosintética y la distribucion de

asimilados y menor acumulacién de prolina.

Daubenmire (1982) reporta las siguientes caracteristicas de las plantas que
crecen con un balance de agua desfavorable en comparacion con las que crecen

con las condiciones 6ptimas de humedad.

Rasgos morfolégicos.

1. Tamafo reducido de la planta (enanismo).

2. Incremento del sistema radicular.

3. Células mas pequenas en las hojas las cuales a su vez causan:

A). Estomas menores y muy juntos entre si.

B). Laminas pequefas y gruesas en las hojas.

C). Mayor numero de pelos por unidad de superficie silas hojas son pubescentes.

D). Cuticula y paredes gruesas.

Rasgos Fisiolégicos.
1. Transpiracién mas rapida por unidad de area cuando la transpiracion neta por

planta puede disminuir.



2. Tasa de fotosintesis mas rapida por unidad de area.

3. Menor potencial osmoético.

4. Menor viscosidad protoplasmatica.

5. Mayor permeabilidad protoplasmatica.

6. Mayor resistencia a la marchités.

7. Anticipacion en el florecimiento y la produccion de frutos.

8. Aumento del porcentaje de agua ligada por unidad de peso seco de los tejidos.

Métodos de estudio para resistencia a sequia.

Algunos estudios de tolerancia a sequia en la etapa de germinacion se han
realizado bajo condiciones de campo; pero el control de la humedad y de las
condiciones ambientales los hace muy imprecisos. Sin embargo, bajo condiciones

de laboratorio estas técnicas han dado buenos resultados.

Slatyer (1969) establece que hay ciertas etapas del desarrollo de los
cultivos en los que son mas susceptibles a las deficiencias de agua. Es por esto,
que muchas de las técnicas propuestas para estudiar la sequia se basan
principalmente en algunos estados de desarrollo de la planta y es conveniente,
también seleccionar genotipos que sean tolerantes a la sequia durante cierto

estado de desarrollo.



Munoz (1975) menciona que en las plantas cultivadas se han establecidos
diversos métodos para seleccionar genotipos resistentes a la sequia, de éstas las

mas notables se pueden mencionar las siguientes.

A). Tolerantes a la marchités permanente.
B). Tolerancia al calor.
C). Tolerancia a la presion osmética.

D). El uso de antitranspirantes.

Rivera (1988) menciona que en estudio sobre el efecto de la sequia en la
germinacién o crecimiento de plantulas en medio liquido, el potencial hidrico fue
simulado al adicionar sustratos osmaéticos al agua. Asi el suelo se descarta para
eliminar el componente métrico, y el potencial hidrico total equivale al potencial

osmoético de la solucién.

Rojas (1978) indica que hay dos formas de lograr la resistencia a la sequia
como son:
A). Por fortalecimiento.
B). Por cuzas y seleccion.
C). El fortalecimiento se puede lograr haciendo pasar las plantas por periodos de

sequia en los primeros estados de desarrollo.

Kuruvadi (1980) indicé varias técnicas para clasificar variedades por su

grado de resistencia a sequia: evaluacion de genotipos para rendimiento en el



campo bajo temporal, medida de la tasa de fotosintesis, densidad, tamafo, y
comportamiento de los estomas, agua retenida en las hojas cortadas, medicion de
la temperatura de la hoja, potencial hidrico en los tejidos de la planta, porcentaje
de germinacion de semillas en diferente presion osmoética con manitol, evaluacion
del contenido de proteina, betaina, acido absicico, agua fisiolégica, proteinas,
azucares y actividad enzimatica, estudio del potencial y modelo del sistema
radical, presencia de pubescencias de las hojas, area foliar y evaluacién del factor

de recuperacion después del castigo de agua en diferentes etapas en las plantas.

Robledo (1989) declara que en todo el mundo se han venido utilizando

diversas técnicas para la seleccién de genotipos tolerantes a sequia, las cuales se

clasifican en técnicas de: invernadero, laboratorio y de campo.

Método de invernadero.

Beltran (1983) menciona que posiblemente se pueda practicar seleccion

indirecta para rendimiento, con seleccidén preventiva de raices en el invernadero,

esto para condiciones de sequia.

Williams et al. (1967) presentan tres métodos sencillos y rapidos en la

determinacién de los maices mas tolerantes a sequia:

A). Exposicion de semillas a temperatura de 52 °C por seis horas.



B). Germinacién de semillas en una solucion de manitol a una presion osmotica de
15 atmosferas.
C). Sometiendo plantulas a un periodo permanente de sequia por 14 dias en el

invernadero.

Método de laboratorio.

Parmar y Moore (1966) sefialan que al producir el efecto de la sequia
simulado con soluciones de polietilen-glicol (6, 8 y 10 atmdsferas de presion
osmotica) sobre la germinacién y desarrollo de plantulas de maiz, observaron
reduccion en la germinacion y longitud de raiz primaria, encontrando apropiado el
uso de sustratos osmoticos para simular sequia. Estos mismos autores en 1986,
usando Carbowax 6000, manitol y cloruro de sodio en soluciones de alta presién
osmotica para simular los efectos de la sequia, fueron capaces de diferenciar dos

lineas de maiz.

Thill et al. (1979) reportan que durante periodos han utilizado varios solutos
como cloruro de sodio, glucosa, sacarosa, manitol y polietilenglicol (PEG) y otros
han sido utilizados para simular condiciones de sequia durante la germinacion de
semillas. ElI manitol y el PEG han sido los mas ampliamente usados, por ser
quimicamente inertes, simular sequia y no penetrar a la semilla por su elevado
peso molecular. EI manitol es menos usado porque puede moverse de la solucién

a las semillas en germinacion.



Método de campo.

Nour y Weibel (1978) mencionan que el mejoramiento de tolerancia a la
sequia ha sido limitado por la carencia de un método sencillo de seleccion. Las
observaciones en el campo no pueden ser repetidas. Ademas los métodos de

campo no son muy representativos-

Rodriguez (1989) cita que clasificar variedades resistentes a sequia en el
campo, es muy costoso, tomaria mucho tiempo y es muy laborioso.
En base a lo anterior, se deduce que hay que considerar los métodos de

laboratorio e invernadero.

Seleccion de genotipos resistentes a sequia mediante agentes osméticos.

Sacarosa.

Marquez (1979) sometié 8 variedades de maiz a sequia por el método de
germinacién de semillas en concentraciones molares de sacarosa , concluyé que
esta técnica es un buen auxiliar en la evaluacién de germoplasma, en los
programas de mejoramiento encaminado a la seleccion y formulaciéon de

variedades para areas de régimen de humedad deficiente.

Alvarez (1991) usé tres reactivos como indicadores de sequia, sacarosa,

PEG y manitol con el objeto de determinar cual es la mejor técnica in vitro usando



como medio de cultivo el MS. Para sacarosa detect6é datos muy variados dentro de
las repeticiones de cada material ya que la sacarosa resulté metabolizable por la

planta, por lo que se descarta su uso.

Manitol.

Rivera (1988) menciona que de las metodologias de laboratorio, la de
germinacién de embriones de semilla de maiz en manitol y medio de cultivo
nutritivo, es la que ofrece mejores posibilidades ya que permite evaluar
parametros de plantulas tales como longitud de tallo y radicula, peso seco del tallo

y radicula, porcentaje de germinacion y velocidad de germinacion.

Rodriguez (1989) concluye que la técnica utilizada en el laboratorio
utilizando manitol como agente osmaético es efectivo, econémico y rapido para

seleccionar genotipos tolerantes a sequia.

Williams et al. (1967) compararon hibridos y lineas autofecundadas de maiz
bajo sequia en laboratorio, usando soluciones de manitol a 15 atmdsferas de
presion osmdética en cajas de petri, determinaron el porcentaje de germinacién y
encontraron una correlacion positiva altamente significativa (r = 0.65 ), los
rendimientos de los genotipos en el campo, indicaron que la metodologia de

presidon osmatica, es una base metodoldgica para identificar resistencia a sequia.



Polietilen Glicol (PEG).

Los polietilenglicoles (PEGs), han sido ampliamente usados como agentes
osmaoticos, debido a que son quimicamente inertes, no toxicos aun en altas
concentraciones, solubles en agua, estables e inactivos, simuladores de sequia y
no penetran la cubierta de la semilla presentan altos pesos moleculares, son
compuestos fisiolégicamente inertes, no id6nicos y no provocan efectos

secundarios en el metabolismo de las plantas.

Alvarez (1991) usé la técnica in Vitro en cultivos de embriones en un medio
de cultivo el MS adicionando con PEG, encontré que este reactivo es factible su
uso en soluciones acuosas usando semillas completas como material vegetativo,

pero no en un medio solido ya que este reactivo no permite su solidificacion.

Cloruro de sodio. (NaCl).

Fulbright (1988) establece que la germinacién es también afectada por la
salinidad del suelo, las sales solubles como cloruro de sodio pueden reducir o
impedir la germinacion por efectos de los iones o por la disminucion del potencial

osmotico del suelo.



ll. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Cultivo “In Vitro”
de maiz perteneciente al Instituto Mexicano del Maiz (I. M. M.) “Dr. Mario E.
Castro Gil” de la Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro” localizada en
Buenavista, Saltillo, Coahuila, situada geograficamente entre las coordenadas

101° Longitud Oeste y 25° 22’ Latitud Norte, a una altitud de 1742 m.s.n.m.

El material genético que se utilizdé para realizar la presente investigacion,

son maices criollos pigmentados con diferente origen: UAAAN, Villa Hidalgo

Nayarit, Jalisco, Querétaro y Chihuahua.

Cuadro 1. Material Genético Utilizado.

Nombre. Genealogia. Origen. ARo.

2405 M. Morado. O - B. Villa Hidalgo Nay. 02 - 03.
2406 M. Morado claro. O — B.  Villa Hidalgo Nay. 02 — 03.
2412 M. Morado Tula — 1. O — B. Villa Hidalgo Nay. 02 — 03.
2413 M. Morado Tula — 1. O — R. Villa Hidalgo Nay. 02 — 03.
2414 M. Morado Tula — 2. O — B. Villa Hidalgo Nay. 02 — 03.
2415 M. Morado Tula — 2. O — R. Villa Hidalgo Nay. 02 — 03.
2419 M. Morado Tula — 3. O — B. Villa Hidalgo Nay. 02 — 03.



2420 M. Pepitilla negro. O — R.  Villa Hidalgo Nay. 02 - 03.

2422 AN- 388 M. Rojizo. O — B. Villa Hidalgo Nay. 02 - 03.
2423 AN- 388 M. Rojizo. O — R. Villa Hidalgo Nay. 02 - 03.
2424 AN- 388 M. Negro. O —B.  Villa Hidalgo Nay. 02 - 03.
1219 M. Morado Torrecillo. UAAAN. 02 - 03.
1220 VAN- 210. M. Morado UAAAN. 02 - 03.
1222 VAN- 210. M. Morado Villagran.  UAAAN. 02 - 03.
1306 VAN- 210. M. Pepitilla Rojo. O — B. UAAAN. 2003.
1310 VAN- 210. M. Chopalote. UAAAN. 2003.
1313 VAN- 210. M. Rojo bola. O - R. UAAAN. 2003.
Canelo. Canelo. Chihuahua. 2003.
Dulce amairillo. Dulce amairillo. Villa Hidalgo Nay. 99 — 00.
Pozolero rojo. Pozolero rojo. Ixtlan del Rio Jalisco. 2002.
Maiz blanco pozolero. Blanco pozolero. Jalisco. 2003.
Forrajero amarillo. Forrajero amarillo. Guadalupe Nayarit.  2002.
Zanahoria. Zanahoria. UAAAN. 1997.
Maiz negro. Maiz negro. Querétaro Qro. 2004.

Para el presente trabajo se evaluaron 24 materiales criollos pigmentados, a
los cuales se le practicaron dos analisis, el primero fue la prueba de resistencia al
filtrado toxico del hongo Fusarium moniliforme al 25 por ciento y el siguiente
analisis fue para resistencia a sequia sometiendo los materiales a una solucién de

manitol de —5 Bars.



Seleccion de genotipos de maiz resistentes a enfermedades.

Principio.
Uno de los factores que mayormente limita la producciéon de maiz son las
enfermedades sobre todo la de tipo fungoso, el problema es considerado nacional

e internacional y requiere atencién prioritaria

Fundamento.

Para el control de enfermedades es indispensable el control del médio
ambiente como humedad y temperatura; de tal manera, que ésto en condiciones
naturales es muy dificil, por lo que surge la necesidad de la implementacién de
una metodologia que permita seleccionar genéticamente materiales que sirven de
apoyo al fitomejorador.

El I.M.M. ha desarrollado una metodologia para seleccion de genotipos de

maiz resistentes a Fusarium moliniforme y Macrophomina phoseoli.

El presente trabajo se desarrolld6 en el laboratorio de Cultivo in Vitro de

maiz; en el cual se han probado las siguientes técnicas de evaluacion.

A)Medio nutritivo artificial como sustrato, adicionado de filtrado téxico y embridn de
maiz como parte vegetativa.

B) Caja de petri conteniendo dos circulos de papel sanita mas filtrado téxico y
semilla de maiz.

C) Se utiliza papel secante, filtrado téxico y semilla de maiz.



D) Técnica del palillo de dientes.

Procedimiento

Para la realizacion de este trabajo se seleccionoé la técnica B, donde antes
de la siembra se prepararon las cajas de petri previamente esterilizadas y su papel
sanita, luego se colocaron los materiales con su numero de genotipo.

Se colocaron cinco semillas por caja correspondiendo a la repeticion uno y
dos hasta la veinte de cada material, a germinar en cajas de petri de 100 x 15,
utilizando como substrato papel sanita o toalla de color blanco.

La inoculacion del sustrato se realizd con la ayuda de una jeringa

automatica, 10 ml por repeticion.

Incubacion.

La siembra se llevd a cabo dentro del cuarto de incubacién a una
temperatura de 25 — 27 °C y con iluminacién constante de luz blanca y fria
proporcionada por lamparas de luz fluorescente de 20 Watts, colocadas de

manera especial para evitar la sombra.



Toma de datos.

Se tomaron los siguientes parametros:
1. Longitud de raiz.

2. Longitud de plumula.

Estos parametros se tomaron al octavo dia después de la siembra y se

expreso6 en centimetros para los dos parametros.

1.-Se realiz6 una recoleccién en el campo del material enfermo.

Materiales.

Bolsa de polietileno, talache, y un objeto punzo cortante

Procedimiento.
Efectuar el muestreo de plantas infestadas por Fusarium mostrando
sintomas como podredumbre de tallo, raiz, mazorca o necrosis (coloracion rosa

violacea obscura o necrética) secado de tallo, grano chupado etc.

2.-Preparacion del medio para aislamiento de patégeno.
Reactivos.

Medio de cultivo (papa-dextrosa-agar).

1.- PDA.

2.- Agua destilada.



3.- Alcohol al 70 %.

Material y cristaleria.
1.- Matraz Erlenmeyer 1000 ml.
2.- Probeta graduada de 1000 ml.

3.- Cajas de petri.

Equipo.
1.- Balanza analitica.
2.- Autoclave.

3.- Parrilla electromagnética.

Procedimiento.

Se pesan 39 gramos de PDA, se colocan en un matraz Erlenmeyer y se
afora a un litro con agua destilada, se le agrega una barrita magnética y se coloca
en una parrilla electromagnética para su total homogenizacién y posterior

esterilizacion.

3.- Aislamiento del hongo en el laboratorio.

Reactivos.
1.- PDA —medio de cultivo (papa-dextrosa-agar).
2.- Agua destilada.

3.- Hipoclorito de sodio o calcio.



4.- Alcohol del 96 grados.

Material y cristaleria.

1.- Caja de petri.

2.- Vasos de precipitado 250, 500, 1000, 4000 ml.
3.- Bisturi quirurgico.

4.- Mechero.

5.- Pinzas de diseccion.

6.- Mascarillas quirargicas.

7.- Material vegetativo.

8.- Mechero de alcohol.

9.- Cinta magica.

Equipo.

1.- Campana de flujo laminar.

2.- Incubadora.

3.- Microscopio compuesto binocular.
4.- Micrémetro.

5.- Balanza analitica.

6.- Destilador.

7.- Parrilla electromagnética.

8.- Barritas magnéticas.

9.- Autoclave.

10.- Estufa.



Procedimiento.

El medio que se utiliza para aislar el patégeno es el PDA para la cual se
requiere de 39 gramos de PDA los cuales se colocan en un matraz Erlenmeyer al
cual se le afnade 1000 ml de agua destilada posteriormente el matraz se coloca en
una parrilla electromagnética para su total homogenizacion.

Este medio es esterilizado por medio de alta presiéon en una autoclave a
una presion de 15 Ib/pulgadas al cuadrado con una temperatura a 120 °C. Por
separado se esteriliza las cajas de petri necesarias para efectuar su llenado de
PDA dentro de la campana de flujo laminar. Una vez que solidifique el medio se

procede a la siembra del material vegetativo enfermo.

4.- Siembra del material enfermo.

Material y cristaleria.

1.- Cajas de petri.

2.- Vasos de precipitado de 250 y 500 ml.
3.- Mechero de alcohol.

4.- Pinzas de diseccion.

5.- Mascarilla quirurgica.

6.- Bisturi quirurgico.

7.- Cinta magica.

8.- Material vegetativo enfermo.



Equipo.
1.- Campana de flujo laminar.

2.- Incubadora.

Procedimiento.

Realizar cortes pequefos de la planta enferma, lavar con una solucién
jabonosa al 4% y enjuagar con agua destilada

Después lavar estos mismos trozos de planta con alcohol al 70 % y
enjuagar con agua destilada

Se esteriliza el material lo cual se efectua en un area estéril utilizando una
campana de flujo laminar la cual funciona a base de luz ultravioleta vy filtros de aire
para crear un area de total asepsia, lavar los trozos de planta enferma con
hipoclorito de sodio al 5 % y enjuagar con agua destilada y esterilizada para
después proceder a su siembra en cajas de petri conteniendo medio de PDA

estéril e incubando por un periodo minimo de 5 dias.

5.- Conservacion del patégeno

Reactivos.

1.- Aceite mineral.

Material y cristaleria.
1.- Pipetade 5a 10 ml.

2.- Cepa pura de hongo.



3.- Mecheros de alcohol.

4.- Mascarillas quirurgicas.

Equipo.
1.- Campana de flujo laminar.
2.- Autoclave.

3.- Refrigerador.

Procedimiento.
Si se pretende conservar el hongo una vez desarrollado se le agrega aceite
mineral (esterilizado tres veces) todo en condiciones de asepsia y se procede a

refrigerar para su posterior utilizacion.

6.- Preparacion del medio para obtencion de filtrado toxico PDS.

Substancias y reactivos.
1.- Papa natural.

2.- Agua destilada .

3.- Dextrosa.

4.- Sacarosa.

5.- Algodén.



Material y cristaleria.
1.- Papel aluminio.

2.- Bisturi quirurgico.
3.- Vaso de precipitado.
4.- Embudo buchner.
5.- Matraz kitasato.

6.- Tapon horadado.

7.- Manta de cielo.

Equipo.
1.- Parrilla eléctrica.

2.- Autoclave.

Procedimiento.

Se requieren 200 gramos de papa natural, la cual es cortado en trozos
pequefos y colocados en un vaso de precipitado al cual, se le anaden 1000 ml. de
agua destilada. El vaso es colocado en una parrilla eléctrica a temperatura de
ebullicién. Al momento de empezar a hervir se cuentan 30 minutos y se le esta
afadiendo el agua que evapore. Una vez transcurridos los 30 minutos se procede
a filtrar para la cual se utiliza manta de cielo.

Lo que resulte de este filtrado se afora a 3000 ml, y se coloca en un matraz
Erlenmeyer de 4000 ml, que contiene 30 gr. de sacarosa y 20 gr. de dextrosa mas

una barita magnética. Se coloca una torunda de algodén en la boca del matraz se



cubre con papel aluminio y se sella perfectamente para proceder a su

esterilizacion en la autoclave.

7.- Inoculacion de medio PDS

Reactivos.
1.- Medio PDS.
2.- Alcohol.

3.- Cepa de hongo puro.

Material y cristaleria.
1.- Vaso de precipitado de 100 ml.

2.- Espatula.

Equipo.

1.- Campana de flujo laminar.

Procedimiento.
Una vez que se enfria el medio se procede a inocularlo con pequefios
trozos de micelio aproximadamente 6 trozos de un centimetro cuadrado todo en

perfectas condiciones de asepsia.



8.- Agitacion de PDS inoculado.

Reactivos.

1.- Medio PDS inoculado con cepa de hongo.

Material y cristaleria.

1.- Barritas magnéticas matraz Erlenmeyer 4000 ml.
3.- Sanitas 25 hojas.

4.- Cinta adhesiva ( maskintape) 50 cm.
5.- Algodén (4 torundas).

6.- Un metro de papel aluminio.

7.- Reactivos de Benedict.

8.- Tiras de glucosa.

9.- Embudo buchner.

10.- Papel filtro.

11.- Pinzas de diseccion.

12.- Pizeta.

13.- Agua destilada.

14.- Vaso de precipitado 500 ml.

15.- Matraz kitasato 1000 ml.

16.- Tres matraces Erlenmeyer 1000 ml.



Equipo.
1.- Parrilla electromagnética, bomba de vacio.

2.- Autoclave.

Procedimiento.

Una vez inoculado el PDS se cubre el matraz para lograr oscuridad y se
coloca en una parrilla electromagnética por 7 dias (cuando se presenta turbio o
con una especie de natita) en los cuales el azucar debe consumirse por el hongo y
dar lugar a la obtencién de la toxina. Para confirmar la ausencia de azucares se
utiliza el reactivo Benedict o bien tiras de glucosa.

Transcurridos los 7 dias se procede a filtrar el PDS inoculado por medio de
una bomba de vacio, embudo buchner, matraz kitasato y papel filtro.

Una vez obtenido este filtrado se procede a su esterilizacion en autoclave en

matraces de 1000 ml para evitar contaminacién en bano maria.

9.- Pasteurizacion.

Reactivos.

1.- PDS inoculado y agitado por 7 dias, posteriormente filtrado y esterilizado.

Material y cristaleria.

1.- Tres matraces Erlenmeyer de 1000 ml.



Equipo.
1.- Autoclave.
2.- Llave de agua.

3.- Refrigerador.

Procedimiento.
Una vez esterilizado el filtrado téxico se procede a su pasteurizacion

(cambio drastico de temperatura) y refrigeracién hasta su utilizacion.

10.- Siembra del material genético en cajas de petri con papel sanita y

filtrado téxico.

Procedimiento.

Se procede a sembrar 5 semillas por caja de petri siendo esto la primera
repeticion y se realiza lo mismo hasta alcanzar las 20 repeticiones para los 24
materiales criollos, la caja de petri es previamente esterilizada y preparada con
dos circulos de papel sanita a saturacion completa de la solucion del filtrado téxico
al 25 por ciento.

La semilla es colocada sobre el papel sanita dentro de la caja de petri,
posteriormente a esto, cada caja es previamente identificada y sellada con cinta
magica, etiquetada y se colocan en incubacion con temperaturas de 25 - 30 °C sin
luz, al tercer dia después del inicio de la incubacion se le agregan 15 ml de la

misma solucién de filtrado tdoxico debido a que el sustrato se reseca por las



temperaturas existentes en el interior de la camara de germinacion asi como por la
absorcion del liquido por las propias semillas.

Para la toma de datos, estos se realizaron cada octavo dia después de la siembra.

Seleccion de genotipos de maiz tolerantes a sequia.

Principio.
Con el uso de reactivos de alto peso molecular que actuan secuestrando
agua y simulan condiciones de estrés hidrico, se evaluaron en el laboratorio

genotipos de maiz tolerantes a sequia.

Fundamento.

La sequia es uno de los factores ambientales que mayormente limita la
productividad de los cultivos. En México la mayor parte que se dedica a la
produccion del maiz se realiza bajo condiciones de temporal; debido a que las
condiciones ambientales que afectan a la produccion del maiz y a que otras
especies no se pueden controlar; de esta manera se seleccionan genéticamente
materiales que produzcan bajo escasa humedad.

El'l. M. M. ha desarrollado a través de la biotecnologia una metodologia que
permite identificar genotipos de maiz tolerantes a sequia mediante el uso de
secuestradores de humedad y tres técnicas distintas de evaluacién que a
continuacion se mencionan pero con recomendacion hacia la tercera técnica. Por

multiples ventajas:



1. Siembra en medio nutritivo artificial adicionado de secuestradores de humedad
2. Siembra en caja de petri — sanita y secuestradores de humedad

3. Siembra en taco (papel germinador o secante) y secuestradores de humedad

Siembra en taco (papel germinador o secante) secuestradores de humedad.
Mediante el uso de compuestos de alto peso molecular como el manitol y

polietilenglicol que actuan secuestrando agua y simulan condiciones de estrés

hidrica y mediante el uso de la semilla completa de maiz es posible identificar

genotipos tolerantes a sequia.

Materiales y reactivos.

Papel germinador o secante.
Cinta adhesiva (masking tape).
Semilla de maiz.

Lapiz tinta.

Bolsa de polietileno.

Equipo
Balanza analitica.
Incubadora.

Destilador.



Descripcion del manitol.

El manitol es un reactivo quimico que puede ser absorbido por las plantas y
ser metabolizable por las células, pero se hizo un estudio previo de
concentraciones y se detectd la dosis Optima substituyendo asi al PEG, siendo
buen inductor de condiciones de sequia permitiendo seleccionar genotipos
tolerantes a sequia. Con la ayuda de la ecuacién de Van't-Hoff y el uso de manitol
se modifican las presiones osmaticas de los medios nutritivos.

Para determinar la cantidad de manitol que se requiere para llevar el medio
de cultivo a la presidon osmadtica de -5 bars se utilizé en esta metodologia la
ecuacion de Van’ t-Hoff ya que toma en cuenta el factor temperatura y por lo tanto
los célculos son mas exactos.

De esta manera el potencial osmético de las lecturas directas del
osmometro, como una funcion de la concentracion de la solucién, J. H. Van’t Hoff
descubrié en 1887 una relacion empirica que parece exactamente la ley de los

gases perfectos.

Preparacion de la solucion de manitol.

Ecuaciéon de Van T’ Hoff.

I[T=RT NS.

\Y

Doénde:



IT = Presion osmatica en bares.

R = Constante de los gases 0.82.
T = Temperatura 273 + C° =K°.

V = Volumen (1 It.).

Ns = Numero de moles.

Esta ley sefiala que el potencial osmético (actualmente presién osmético)
sera equivalente a la presion de un gas bajo condiciones equivalentes esto es que
si la solucion estuviera suspendida en un volumen equivalente como un gas
ejercerian una presion en las paredes equivalentes al valor absoluto (positivo) del
potencial osmatico.

Para preparar la solucién a la concentracion deseada se realizé lo siguiente:

Los grados centigrados se convirtieron a grados Kelvin, donde se utilizd
una temperatura constante de 25 °C, por lo tanto:

273 +°C=°K

273 +25°C =298 °K

Calculos de la presion osmética.

RT

IT= —— NS = [TV=RT NS=



nv

ns=—— =
RT
Ns = 5x1 = 5 =0.204 mols
.082 x 298 24.43
1mol ____ 182.17 g/lt. (peso molecular manitol)
204 - X

x = 37.162 g/ Ito.

1 Atm. = 1.013 bar = 0.987 upa (mega pascales)
Esto quiere decir que se necesitan o se requieren 37.162 g/ It. de manitol

para llevar la solucion a la presidon osmotica de -5 bars.

Preparacion de la solucion de manitol.

En un matraz Erlenmeyer se colocaron los 37.162 g/lto. de manitol
necesarios para llevar la solucién a la presion osmaética que se requiere (-5 bars),
este se afor6 a un litro con agua destilada. Una vez hecha se colocé el matraz en
una parrilla electromagnética con un agitador magnético dentro, dejandola el

tiempo necesario para su total homogenizacion.



Preparaciéon del material para la siembra.

Se utilizé papel secante del utilizado en ensayos de germinacion y
humedecidos a saturacion completa con las soluciones a la concentracion a
evaluar previo al humedecimiento. El papel secante se divide en 2 y se raya con
distancia de dos centimetros a partir de la parte media sujetando las semillas con
pegamento. Se utiliza doble hoja del mismo tamafo y cantidad de solucion; en

una se siembra y con otra se cubre.

Siembra de los materiales.

Para la evaluacién de genotipos en laboratorio se siembran cinco semillas
para cada repeticién (5 semillas por cada repeticion el cual son 24 tratamientos
por 20 repeticiones),

Antes de sembrar cada uno de los materiales se humedecio el papel sanita
con manitol hasta que cubriera completamente la humedad, luego se sembré en el
centro del papel sanita.

Una vez hecho lo anterior, el papel secante con la siembra de semilla es
enrollado en forma de taco. Posteriormente a esto, cada taco, previamente

identificado es colocado en bolsas de polietileno.

Incubacion.
La siembra se llevd a cabo dentro del cuarto de incubacién a una
temperatura de 25 -30 °C y con iluminacién constante de luz blanca y fria

proporcionada por lamparas de luz fluorescente de 40 watts.



Toma de datos.
La toma de datos se realiz6 a los 7 dias después de la siembra; si se deja
mas tiempo en la germinadora puede haber una contaminacion en los materiales.

Se midié la longitud de plumula y raiz desde la base hasta la punta.

Anadlisis estadistico.

Uno de los principales objetivos del andlisis de los datos de un disefo
experimental es cuantificar y evaluar la importancia de las fuentes de variacion
(factores de tratamientos y de clasificacidon). Esto puede ser obtenido a través del
analisis de varianza (ANVA). Donde se utilizé el disefio experimental distribucion

completamente al azar con 24 tratamientos y 20 repeticiones.

Modelo lineal y prueba de hipétesis

El modelo lineal aditivo es el siguiente:

Xij = W + ai + <ij,

Donde:
M = Media general alrededor de la cual oscilan los valores de todas las
observaciones.

ai = efecto del tratamiento i.



€ij = error experimental, variacion debida al azar o variacion de muestreo (causas

no pertinentes) y es considerado N ( 0 o?).
Se probaron las siguientes hipotesis estadisticas
Ho: T1=T2=T3 =........ =Tt. Los tratamientos son iguales

Ha: T1 = T2 =....= Tt. Un tratamiento es distinto a los demas

Se realizo un analisis de varianza para cada una de las variables cuyos

componentes de dicho analisis se muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Modelo del analis de varianza para una distribucion completamente al

azar.
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADOS F
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIOS CALCULADA
TRATAMIENTO  a-1 n ZIxi—X)Z sC  =A A

G.L B
ERROR. a(n-1) Diferencia S.C

G.L

TOTAL an - 1 ZIXZ'J'—X)Z




Para cada una de las variables evaluadas se calculd el coeficiente de

variacion (c.v.) mediante la siguiente férmula.

C.V=§*100

X

Donde:
CV = Coeficiente de variacion.
S = Varianza del error experimental.
CMEE = Cuadro medio del error experimental.
X = Media general

100 = constante para reportar el dato en porcentaje.

Se realizé una comparacion de medias para cada una de las variables, y asi
clasificar los tratamientos y elegir a los mejores. Se utilizé la prueba de DUNCAN

con a = 0.05

Donde:

T o = t multiple obtenida de las tablas de DUNCAN para o =0.05 y o =0.01

S x = error estandar de media =

X




2 . . .
¢ = Varianza o cuadrado medio del error experimental.

n = Numero de repeticiones o numero de valores necesarios para calcular los

promedios en estudio.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

Fusarium moniliforme (Sheld).

En el cuadro 3. Se presenta el analisis de varianza para la variable longitud
de raiz, encontrandose en dichos analisis diferencias altamente significativas (P <
0.01) en la fuente de tratamientos, lo cual quiere decir que puede deberse a la
composicion genética de cada material, por lo tanto hubo variabilidad en su
respuesta hacia la medicibn de este caracter, habiendo materiales que
desarrollaron mas longitud de raiz que otros en presencia del filtrado toxico de
Fusarium moniliforme, 1o que se debera tomar en cuenta al momento de hacer
seleccion para este tipo de problemas que afectan de manera considerable la
produccion de este cultivo.

Cuadro 3. Analisis de varianza para la variable longitud de raiz, inoculado con

hongo Fusarium moniliforme (Sheld.).

F.V. G.l. S.C. C.M. F.C. F.T. o
(0.05 0.01)

Tratamientos. 23 59.4880351 2.5864363 5.549 176  2.26

Error. 456 212.7101167 0.4664696

Total. 479 272.1981517

C.V.=22 %.



El coeficiente de variacion fue de 22 % estando dentro del limite permitido,
lo cual indica que la investigacion y tomas de datos se llevé a cabo de la forme
adecuada por lo que existe confiabilidad en los resultados obtenidos para este

trabajo.

En el Cuadro 4.2 se presentan las medias de los materiales evaluados,

utilizando la prueba de DUNCAN al nivel de o = 0.05.

Cuadro 4. Concentracion de medias para la variable longitud de raiz
inoculado con filtrado toxico de Fusarium moniliforme, de acuerdo a la prueba de

DUNCAN con o = 0.05.

Genotipos. Medias (cm) Grupos.
1313 12.346 A
Canelo 12.310 A

2405 12.265 A

2419 11.891 AB

1220 11.611 ABC
2406 11.567 ABC
1310 10.454 ABCD
1219 10.026 ABCDE

Pozolero rojo 9.354 ABCDE



2420 9.316 ABCDE
Maiz negro 8.706 BCDE
2415 8.450 CDE
1306 8.390 CDE
1222 8.155 DEF
2423. 8.142 DEF
Forrajero amarillo 7.942 DEF
2413. 7.853 DEF
Maiz Bco. Pozolero 7.760 DEF
2422 7.686 DEF
2424 7.671 DEF
2414 7.000 EF
2412 6.732 EF
Dulce amarillo 5.012 FG
Zanahoria 3.662 G

Genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales.

De acuerdo con la prueba de medias, los genotipos con medias
estadisticamente superiores para la longitud de raiz resultaron ser el 1313, canelo,

2405, 2419, 1220, 2406, 1310, 1219, pozolero rojo y 2420.

Sin embargo el genotipo Maiz negro fué estadisticamente igual a 2419,

1220, 2406, 1310, 1219, pozolero rojo y el 2420.



A su vez los criollos 1306 y 2415, fueron no significantes estadisticamente

con 1220, 2406, 1310, 1219, pozolero rojo, 2420 y maiz negro.

Los genotipos 1222, 2423, forrajero amarillo, 2413, maiz blanco pozolero,
2422 y 2424 son no significativos estadisticamente con los genotipos 1310, 1219,
pozolero rojo, 2420, maiz negro, 2415 y 1306.

También los materiales criollos 2414 y 2412 no representaron significancia
estadisticamente con los criollos 1219, pozolero rojo, 2420, maiz negro, 2415,

1306, 1222, 2423, forrajero amarillo, 2413, maiz blanco pozolero, 2422 y 2424.

El criollo dulce amarillo y zanahoria son no significantes estadisticamente
con respecto a los 1222, 2423, forrajero amarillo, 2413, maiz blanco pozolero,

2422, 2424, 2414 y 2412.

De acuerdo a la prueba de medias para la variable longitud de raiz, se
pueden recomendar los genotipos 1313, canelo y 2405 que presentan genes que
los hacen resistentes al hongo Fusarium moniliforme por el hecho de tener mayor

desarrollo radical.

Por lo tanto los genotipos criollos que presentaron el bajo desarrollo radical
fueron el dulce amarillo y zanahoria, siendo los mas fuertemente afectados por el

inoculado del hongo Fusarium moniliforme.



En el Cuadro 5 se presenta el analisis de varianza para longitud de plumula,
encontrandose diferencias significativas (P < 0.01) para la fuente de tratamientos,
esto nos dice que en los materiales criollos que fueron manejados en esta
investigacion existen algunos materiales que presentan resistencia a la inoculacion
del hongo Fusarium moniliforme (Sheld.) al 25 por ciento, con una probabilidad de
99 por ciento de seguridad en que al menos un material presento mayor longitud

de plumula con respecto de los demas materiales.

El nivel de significancia para la variable longitud de plumula, nos indica que
hay una gran diferencia entre los materiales analizados, y esto es debido al
cumulo de genes presentes en cada material criollo y al diferente origen
geografico de los genotipos, entonces era Idgico esperar variacion en su respuesta
a este caracter.

Cuadro 5. Analisis de varianza para la variable longitud de plumula

inoculado con Fusarium moniliforme (Sheld.).

F.v. Gl. Sc. Cm. Fc. Ft. o
(0.05 0.01)

Tratamientos. 23 46.1766977 2.0076825 5.99** 1.76 2.26

Error. 456 152.8550126 0.3352084

Total. 479 199.0317103

C.V.=16 %.



El coeficiente de variacion que se obtuvo en el analisis, para la variable
longitud de plumula fue de 16 por ciento, por lo tanto los datos obtenidos se
consideran confiables, con esto se demuestra que dentro de los materiales
analizados, existen algunos que presentan resistencia a Fusarium moniliforme

para la variable longitud de plumula.

Debido a que en la variable longitud de plumula se encontré alta
significancia se le aplico a los materiales una prueba de medias, para clasificar los

mejores genotipos. Siendo la prueba de rango multiple DUNCAN con o = 0.05.

Cuadro 6. Concentracion de medias para la variable longitud de plumula,
inoculado los genotipos con el filtrado téxico de Fusarium moniliforme de acuerdo

a la prueba de medias DUNCAN con a = 0.05.

Genotipos. Medias (cm) Grupos.
1310 18.273 A

1219 16.549 AB

1306 15.053 BC
Forrajero amarillo 14.861 BCD
2420 14.674 BCDE
Canelo 14.427 BCDE

1313 13.899 BCDEF



2419

2405

1220

Maiz Bco. Pozolero
Pozolero rojo
2414.

2412

2406.

2423

2413

2424

2415

1222

Dulce amarillo
2422
Zanahoria

Maiz negro

13.823

13.423

13.311

13.233

12.936

12.800

12.637

12.456

12.374

12.000

11.802

11.380

11.110

10.803

10.302

8.341

8.326

BCDEFG

CDEFG

CDEFGH

CDEFGH

CDEFGH

CDEFGH

CDEFGH

CDEFGH

CDEFGH

DEFGH

EFGH

FGH

FGH

GHI

HI

Genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales.

De acuerdo a Ila prueba de medias los genotipos superiores

estadisticamente para la variable longitud de plumula resultaron ser los criollos

1310 y 1219, los cuales podrian poseer genes que los hacen mas resistentes al

hongo Fusarium moniliforme.



A su vez los genotipos 1306, forrajero amarillo, 2420 canelo, 1313 y 2419

son estadisticamente iguales al genotipo 1219.

El grupo de criollos 2405, 1220, maiz blanco pozolero, pozolero rojo, 2414,
2412, 2406, y 2423, son estadisticamente iguales a los criollos 1306, forrajero

amarillo, 2420, canelo, 1313 y 2419.

Sin embargo el genotipo 2413 es estadisticamente igual al forrajero
amarillo, 2420, canelo, 1313, 2419, 2405, 1220, maiz blanco pozolero, pozolero

rojo, 2414, 2412, 2406 y 2423.

A su vez el criollo 2424 es no significativo estadisticamente con los criollos
2420, canelo, 1313, 2419, 2405, 1220, maiz blanco pozolero, pozolero rojo, 2414,

2412, 2406, 2423 y 2413.

Los genotipos 2415 y 1222 son no significantes estadisticamente con
1313, 2419, 2405, 1220, maiz blanco pozolero, pozolero rojo, 2414, 2412, 2406,

2423, 2413 y 2424.

El genotipo dulce amarillo es no significativo estadisticamente con respecto
de 2419, 2405, 1220, maiz blanco pozolero, pozolero rojo, 2414, 2412, 2406,

2423, 2413, 2424, 2415y 1222.



El criollo 2422 es no significativo estadisticamente con 1220, maiz blanco
pozolero, pozolero rojo, 2414, 2212, 2406, 2423, 2413, 2424, 2415. 1222 y dulce
amarillo.

Loa materiales zanahoria y maiz negro no presentan significancia

estadisticamente con dulce amarillo y 2422.

Para los dos andlisis se encontré6 que en la variable longitud de raiz y
plumula los genotipos mas altos estadisticamente fueron diferentes, siendo los
mas sobresalientes para este segundo caracter el criollo 1310 y el 1219 con una

mayor velocidad en el desarrollo de la parte aérea de la plantula.

Por lo tanto los materiales criollos que presentaron un pobre desarrollo de

plumula fueron el maiz negro y el zanahoria.

Sequia.

En el Cuadro 7. se presenta el andlisis de varianza de sequia para la
variable longitud de raiz, donde hubo diferencias significativas (P < 0.01) en la
fuente de tratamientos, esto quiere decir que pudiera ser debido al hecho de haber
manejado materiales que provienen de diferentes nichos ecologicos y por el
germoplasma que contienen dichos materiales, estos presentan variabilidad en su
respuesta hacia la medicion de esta variable, y pudiera ser debido al hecho de

haber manejado materiales provenientes de distintas regiones habiendo



materiales que bajo la severa circunstancia de alto estrés hidrico lograron
desarrollar un mayor sistema radical que otros; siendo favorable este caracter
para seleccionar materiales que se cultiven en areas, regiones o localidades de

escasa 0 poca precipitacion pluvial en zonas marginadas.

Por lo tanto hay una probabilidad del 99 por ciento de que alguno o algunos
de los materiales muestren diferencias en longitud radicular. Estos aspectos
deberan ser tomados en cuenta en las investigaciones encaminadas a la seleccion
de materiales que sean resistentes a la sequia, que es uno de los fendbmenos

naturales que hacen mermar la produccion de este cultivo.

Cuadro 7. Analisis de varianza para la variable longitud de raiz sometido

los genotipos a un déficit hidrico con Manitol.

F.v. Gl. Sc. Cm. Fc. Ft. a
(0.05 0.01)

Tratamiento. 23 54.33944786 2.3625860 7.07" 176 226

Error. 546 152.4583768 0.3343385

Total. 479 206.7978553

C.V.=18 %.



El coeficiente de variabilidad encontrado en el analisis de la variable
longitud de raiz fue de 18 por ciento, y se considera dentro del limite permitido en
una investigacion, lo que nos indica que el presente trabajo y la toma de datos se
efectuaron de forma adecuada, por lo tanto existe confiabilidad en los resultados

obtenidos en este trabajo.

Enseguida en el Cuadro 8 se presentan las medias de los materiales
evaluados para la longitud de raiz, utilizando la prueba de DUNCAN al nivel de a =

0.05.

Cuadro 8. Concentracion de medias para la variable longitud de raiz bajo

déficit hidrico con manitol, de acuerdo a la prueba de DUNCAN con o = 0.05.

Genotipos. Medias (cm) Grupos.
2406 13.806 A
2405 13.101 AB
2412 12.004 ABC
2413 11.933  ABCD
Maiz negro 11.174 BCDE
Pozolero rojo 10.723 BCDEF
Canelo 10.421 CDEFG

1313 9.996 CDEFGH



2414 9.915 CDEFGHI

1222 9.867 CDEFGHI
2420 9.856 CDEFGHI
2419 9.595 CDEFGHIJ
1219 9.484 CDEFGHIJ
2422 9.387 DEFGHIJ
2424 9.317 EFGHIJ
2415 9.223 EFGHIJ
1310 8.297 FGHIJ
Forrajero amarillo. 8.103 FGHIJ
Dulce amarillo 7.853 GHIJ
2423 7.701 HIJ
1220 7.568 HIJ
1306 7.284 1J
Maiz Bco. Pozolero 7.121 J
Zanahoria 3.913 K

Genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales.
De acuerdo con la prueba de medias los materiales mas sobresalientes
para desarrollo radicular evaluados bajo estrés hidrico fue el 2406 aunque fue

estadisticamente igual al 2405, 2412 y 2413.

Sin embargo los genotipos maiz negro y pozolero rojo son estadisticamente

iguales a 2405, 2412, 2413.



A su vez los materiales canelo, 1313, 2414, 1222, 2420, 2419 y 1219 son

también estadisticamente iguales a 2412, 2413, maiz negro y pozolero rojo.

El criollo 2412 es estadisticamente igual a 2413, maiz negro, pozolero rojo,
canelo, 1313, 2414, 1222, 2420, 2419 y 1219.
Los genotipos 2424 y 2415 son estadisticamente iguales a maiz negro,

pozolero rojo, canelo, 1313, 2414, 1222, 2420, 2419, 1219y 2422.

Los criollos 1310 y forrajero amarillo son no significantes estadisticamente
con pozolero rojo, canelo, 1313, 2414, 1222, 2420, 2419, 1219, 2422, 2424 y

2415.

El criollo dulce amarillo es no significativo estadisticamente con los criollos
canelo, 1313, 2414, 1222, 2420, 2419, 1219, 2422, 2424, 2415, 1310, y forrajero

amairrillo.

A su vez los genotipos 2423 y 1220 son no significativos estadisticamente
con los genotipos 1313, 2414, 1222, 2420, 2419, 1219, 2422, 2424, 2415, 1310,

forrajero amarillo y dulce amarillo.

El genotipo 1306 es no significante estadisticamente con los genotipos
2414, 1222, 2420, 2419, 1219, 2422, 2424, 2415, 1210, forrajero amarillo, dulce

amarillo, 2423 y 1220.



El criollo maiz blanco pozolero es no significativo estadisticamente con los
criollos 2419, 1219, 2422, 2424, 2415, 1310, forrajero amarillo, dulce amarillo,
2423, 1220y 1306.

Finalmente los mas pobres en el desarrollo de este caracter fueron el

zanahoria y el maiz blanco pozolero.

En el Cuadro 9. se presenta el analisis de varianza de sequia para la
variable longitud de plumula, para esta variable se encontraron diferencias
altamente significativas (P < 0.01), ésto nos dice que los materiales criollos que
fueron utilizados en esta investigacion, mostraron comportamiento diferente ya
que alguno o algunos mostraron un mayor desarrollo de este caracter en tiempo y
forma con respecto de otros, esta resistencia al estrés hidrico es probablemente

debida al contenido genético que cada material contiene.

Cuadro 9. Analisis de varianza para la variable longitud de plumula, bajo estrés

hidrico con manitol.

F.v. Gl. Sc. Cm. Fc. Fto
(0.05 0.01)

Tratamientos. 23 24.78886336 1.07777667 7.63 1.76 2.26

Error. 456 64.44153504 0.14131916

Total. 479 89.23039845

C.V.=16 %.



El coeficiente de variaciéon que se obtuvo fue de 16 por ciento y se
considera dentro del limite permitido, y nos indica que los datos fueron tomados de

forma adecuada, entonces los datos obtenidos se consideran confiables.

Por lo tanto debido a que se encontroé alta significancia, se aplicé la prueba
de medias para clasificar los mejores genotipos, siendo la prueba de rango

multiple DUNCAN con a = 0.05.

Cuadro 10 Concentracion de medias para la variable longitud de plumula

bajo estrés hidrico con manitol, de acuerdo a la prueba de DUNCAN con o = 0.05.

Genotipos. Medias (cm) Grupos.
2405 7.7860 A

2406 7.0190 AB
2412. 6.2680 BC
Maiz negro, 6.1910 BC
2413 6.0510 BC
2415 5.4510 CD
Canelo 5.3845 CDE
Forrajero amarillo. 5.3535 CDE

1310 5.2590 CDE



2419 4.7735 DEF

Pozolero rojo 4.6910 DEFG
1313 4.6055 DEFG
1219 4.5640 DEFG
2414 4.4910 DEFG
2422 4.4800 DEFG
1220 4.3880 DEFG
2424 4.1810 DEFGH
2420 4.1200 DEFGH
Maiz Bco. pozolero. 4.0900 EFGH
1222 4.0820 EFGH
1306 3.9140 FGH
2423 3.6325 FGH
Dulce amarillo, 3.3735 GH
Zanahoria, 3.0030 H

Genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales.

De acuerdo a la prueba de medias los genotipos con medias
estadisticamente superiores para la variable longitud de plumula son el 2405 y

2406.

Sin embargo los genotipos 2412, maiz negro y 2413 son estadisticamente

igual a 2406.



Los genotipos 2415, canelo, forrajero amarillo y 1310 son estadisticamente

iguales a 2412, maiz negro y 2413.

A su vez los criollos 2419, pozolero rojo, 1313, 1219, 2414, 2422, 1220,
2424 y 2420 son iguales estadisticamente con 2415, canelo, forrajero amarillo y

1310.

Los criollos maiz blanco pozolero y 1222 son estadisticamente iguales a
canelo, forrajero amarillo, 1310, 2419, pozolero rojo, 1313, 1219, 2414, 2422,

1220, 2424 y 2420.

Los materiales 1306 y 2423 son no significativos estadisticamente con
2419, pozolero rojo, 1313,1219, 2414, 2422, 1220, 2424, 2420, maiz blanco

pozoleroy 1222.

El criollo dulce amarillo es no significativo estadisticamente con los criollo
pozolero rojo, 1313, 1219, 2414, 2422, 1220, 2424, 2420, maiz blanco pozolero,

1222, 1306 y 2423.

A su vez el criollo zanahoria es no significativo estadisticamente con 2424,

2420, maiz blanco pozolero, 1222, 1306, 2423 y dulce amarillo.



Para los dos analisis se encontr6 que en la variable longitud de raiz y
plumula los criollos mas altos estadisticamente fueron iguales y son en ambas el
2406 y 2405, sin embargo en la variable longitud de raiz el 2405, 2412 y 2413 son
estadisticamente iguales al 2406 y estos presentan mayor resistencia al déficit
hidrico, la cual se puede observar en el mayor desarrollo radicular que

presentaron estos materiales criollos.

Por lo tanto los genotipos criollos que presentan un deficiente desarrollo en

longitud aérea son el dulce amarillo y el zanahoria.



V. CONCLUSIONES.

Tomando en cuenta los resultados arrojados en los analisis de dafo por

Fusarium y de efectos de sequia se acepta la primera hipétesis.

De acuerdo a la prueba de medias, se observa que dentro de los maices
criollos pigmentados existen algunos que toleran la incidencia de Fusarium y

sequia, por lo tanto la hipotesis dos es aceptable.

De acuerdo a los analisis de varianza practicados para cada material, se
encontré que existe gran variabilidad en la respuesta de cada uno de ellos, lo que
ayudara a seleccionar aquellos criollos que tengan mejor 0 mayor desarrollo para
cada variable, esto se pudo observar en la prueba de medias para la resistencia al
filtrado toxico del hongo Fusarium moniliforme, asi como en la prueba para
tolerancia a sequia con manitol como agente osmatico.

Con esto se pudo corroborar que ambas técnicas usadas en laboratorio son
buenas herramientas que se usan para seleccionar genotipos que toleren las
condiciones adversas de sequia y la incidencia del hongo Fusarium moniliforme

(Sheld).

Con respecto a la resistencia de los materiales criollos pigmentados se
encontré que aquellos seleccionados como resistentes a la incidencia de Fusarium
moniliforme fueron 1310 y el 1219, y los seleccionados como tolerantes a la

sequia son el 2406 y el 2405.



Por lo tanto, segun la prueba de medias los mejores genotipos que son
resistentes al hongo Fusarium moniliforme en la variable longitud de raiz son el

1313, canelo y el 2405.

A su vez los criollos 1310 y 1219 son los que presentaron mayor desarrollo

aéreo, de acuerdo a la variable longitud de plumula.

De acuerdo a la prueba de medias practicados en las variables arriba
sefalados para tolerancia a sequia, se encontrd que los criollos 2406 y 2405 son

los mismos seleccionados para ambas variables.

En el presente trabajo no se encontraron materiales que puedan
seleccionarse como resistentes tanto para Fusarium como para sequia, por lo
tanto se deduce que en ambas condiciones la resistencia probablemente esté

dado por diferentes genes.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
contribuye a la seleccion de aquellos maices criollos pigmentados que puedan
ofrecer mejores alternativas para la biodiversidad de maices en nuestro pais, y
con esto contribuir tanto para la alimentacién humana como para fines industriales,
a su vez estos materiales pueden ser usados en préximas investigaciones que se

desarrollen tanto en invernadero como en campo de acuerdo a los requerimientos



de clima, precipitacion y nutrientes que cada material criollo requiera para una

buena produccion.
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