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RESUMEN

El maiz representa para los productores de México el sustento en cuanto a la
alimentacion dado que de este cereal se derivan gran cantidad de productos como
tortillas, atoles, biocombustibles entre otros, hoy en dia enfrenta un grave problema
relacionada con los hongos fitopatdgenos debido a que algunos son causantes de
micotoxinas que son dafinas para el consumidor. Los géneros de Fusarium,
Penicillium, Aspergillus destacan como los agentes causales de las enfermedades
de mayor importancia que ocasionan la pudricion de la mazorca en la region de
Chiapas.

El objetivo de esta investigacion fue identificar, asi como estimar la incidencia de
hongos presentes en dos materiales criollos de la Col. Lazaro Cardenas Municipio
de La Trinitaria Chiapas, asi como conocer su calidad fisioldgica.

Para la deteccion de hongos se utilizo la prueba del papel secante y congelamiento,
en la cual se utilizan 400 semillas de cada genotipo, donde se establecieron 2
tratamientos con 8 repeticiones cada uno, en la que se colocaron en cada charola
50 semillas, las cuales fueron incubadas a temperaturas de 25 °C £ 2 °Cy -20 °C
12 °C, posteriormente se hicieron los aislamientos y finalmente la identificacion de
los patégenos, para el caso de la calidad de la semilla se empled la prueba de
germinacion de la semilla en arenaltierra en las cuales se colocaron 100 semillas
en cada charola con 4 repeticiones de cada genotipo, asi como la prueba de vigor
con estrés complejo en la cual se utilizaron 400 semillas en 8 repeticiones, los
resultados se evaluaron con la prueba de Tukey al 0.05 de significancia mediante
el programa estadistico de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, version 2.5,
los géneros identificados fueron; Fusarium, Aspergillus, Penicillium y Trichotecium
con una incidencia que va del 0.75-33.5 %, asi como la germinacion de la semilla
que va desde el 53 hasta el 79% y vigor con una media desde 5.65a 6.32 .

Palabras clave: Maiz, Hongo, Incidencia, Vigor, Germinacion, Semilla.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays) se le ha atribuido, no solo en México sino en toda parte del
mundo, en sustento de multiples grupos de campesinos, es el cultivo basico barato
de millones de trabajadores asalariados urbanos y en materia prima estratégica de
la ganaderia mundial y la industria de alimentos.

Histéricamente el maiz es materia prima de la alimentacion mexicana, por la
superficie que ocupa y el numero de productores que lo siembran.
Aproximadamente el 75% de la poblacién nacional aprovecha este cereal, la mayor
parte de las calorias contenidas en su alimentacion.

Los principales usos que se les dan al grano de maiz blanco son; elaboracion de
harinas, y tortillas y en el sector industrial, para la obtencién de barnices, pinturas,
el grano amarillo se utiliza para la alimentacion del ganado, ser humano, asi como
la produccién de almidon.

En zonas humedas, las pudriciones de mazorca son importantes, particularmente
cuando la precipitacién pluvial es mayor que la normal desde la época de la floracion
hasta la cosecha; en algunas regiones se han registrado dafios severos causados
por esas enfermedades. Entre las pudriciones de mazorca mas relevantes estan las
inducidas por especies de Fusarium que ademas de reducir el rendimiento son
causa del deterioro y mala calidad de los granos, y debido a la capacidad de producir
micotoxinas también estan relacionadas con enfermedades en humanos y en
animales que los consumen.

Las micotoxinas son productos quimicos producidos por hongos que son
perjudiciales para los seres humanos y los animales domésticos.

Numerosas enfermedades que aparecen en las plantas son ocasionadas por la
infeccion que se lleva en las semillas, las pérdidas acontecen en el periodo de
preemergencia causandole la muerte a las plantulas de maiz, lo que provoca
grandes pérdidas totales o parciales a los agricultores y no solo causa pérdidas en
plantulas sino también granos almacenados, de ahi surge la importancia de este

estudio.



Justificacion

La presente investigacion se realiza debido a que existe poca informacion en la
localidad L&zaro Céardenas Municipio de La Trinitaria Chiapas sobre hongos
asociados a la pudricion de la mazorca de maiz que producen micotoxinas que son

graves para los seres humanos, animales y plantas.

Objetivos

¢ Identificar géneros de hongos asociados a la pudricion de la mazorca de maiz.
e Estimar el dafio causado por hongos en los granos de maiz.

e Determinacion de vigor y germinacion de la semilla.

Hipotesis
e Se espera encontrar al menos 3 géneros de hongos asociados a la pudricién de

la mazorca de maiz.



REVISION DE LITERATURA

El Maiz en el Mundo

El maiz es uno de los principales cereales a nivel mundial, México ocupa el cuarto
lugar en cuanto a volumen de produccién. Es el cultivo mas importante, ya que
forma parte de la dieta basica de la alimentacion de la poblacion humana y pecuaria
(SAGARPA, 2014).

Importancia del Maiz en México

México es centro de origen y diversidad de maiz, un cultivo de importancia global.
Dentro de México, el maiz es un alimento basico que provee carbohidratos,
conformando un elemento central de las dietas de consumidores urbanos y rurales.
Adicionalmente, este cultivo tiene un gran valor cultural, representando el origen de
la vida en muchas de las costumbres de los grupos indigenas de México y otros
paises de América Central (FAO, 2013).

En México, dada su importancia en la dieta diaria de la poblacion mexicana, de los
mas de 30 millones de toneladas que se consumen anualmente, solo 22.6 millones
se producen en el pais (SIAP-SAGARPA, 2014). Es decir, hay un déficit del 28.1%
del consumo nacional aparentemente del cual se importan 11 millones de toneladas
promedio anual, representando el 30% de la demanda interna de maiz blanco y
amarillo (SAGARPA, 2009).

Produccién Mundial

USDA (2017) reporté que en el afilo 2016 la produccion mundial de maiz fué
de 959.1 millones de toneladas, de los principales paises productores de maiz
México ocupaba el sexto lugar, siendo los primeros tres; Estados Unidos con 382.4



millones de toneladas, China con 216.1 millones de toneladas y Brasil con 83.5

millones de toneladas.

Produccién Nacional

SIAP y SAGARPA (2015) reportaron, que durante el afio agricola 2014 diez estados
concentraron el 80.0 por ciento de la produccién nacional de maiz grano. Sinaloa
se ubica como el principal productor de maiz en el pais con una participacién de
15.8 por ciento en 2014, lo cual representa un volumen de 3.7 millones de toneladas.
En segundo lugar, se encuentra Jalisco con 14.9 por ciento de participacion y un
volumen de produccion de 3.5 millones de toneladas en 2014. En tercer lugar, se
encuentra Michoacan con una participacion de 8.3 por ciento del total y un volumen

de 1.9 millones de toneladas.

Las estadisticas del 2018 del SIAP al 31 de octubre sobre siembras y cosechas en
el afio agricola en zona de riego y temporal a nivel nacional, se obtuvieron los
siguientes resultados; con relacion a las superficies (Hectareas) sembradas fueron
de 6,172,865 ha con un rendimiento de 4.163 ton/ha (SIAP, 2018).

Produccién Estatal

Las estadisticas del 2018 del SIAP al 31 de julio sobre siembras y cosechas en el
afo agricola en zona de riego y temporal del estado de Chiapas, se obtuvieron los
siguientes resultados; con relacion a las superficies (Hectareas) sembradas fueron
de 111,736 Ha con un rendimiento de 1.664 ton/ha (SIAP, 2018).

En el sureste de México, el estado de Chiapas es el principal productor de maiz

(Zea mays) y contribuye con 8.8 % de la produccion nacional (SIAP, 2013).



Producciéon Municipal

En el sector agricola del municipio de la Trinitaria Chiapas dentro de los principales
cultivos ciclicos es el cultivo del maiz el que tiene el 82.9 % de la superficie
cosechada siendo el mas importante, le sigue el frijol con el 14.1% (PDM. 2011-
2012).

Calidad de la Semilla

McDonald (1975) reportd que la calidad de las semillas utilizadas para la siembra,
debe reunir ciertos estandares como lo son el fisico, fisiolégico, sanitario y genético.
La calidad fisica comprende el contenido de humedad (que debe ser baja para
favorecer su conservacion), ausencia de contaminantes fisicos como presencia de
semillas extrafias, un bajo contenido de materia inerte, asi como la homogeneidad

del lote, peso y tamafio de las semillas.

Enfermedades del Maiz

Los hongos Diplodia maydis, Gibberella zea, Fusarium verticillioides, Nigrospora
oryzae, Cephalosporium maydis, Colletotrichum graminicola, Rhizoctoria zeae,
Macrophomina phaseoli y especies como Pythium, Penicillium, Aspergillus y
Drechslera, son hongos que producen pudriciones de la semilla o grano y manchas
de la plantula (Agrios, 2005).

Las enfermedades ocasionadas por Giberella, se encuentran ampliamente
distribuidas por todo el mundo y causan pérdidas importantes de hasta un 50%. Las
fases mas importantes de estas enfermedades son las pudriciones del tallo y la
mazorca por (G. fujikuroi), los cuales producen ascosporas en peritecios y conidios

del tipo Fusarium (F. graminearum y F. verticillioides) (Agrios, 2005).



Garcia y Martinez, (2010) dijeron que Fusarium graminearum Yy Fusarium
verticillioides inducen la pudricion de la mazorca en campo en la Ciudad Serdan

Puebla, ademés de producir sustancias toxicas para humanos y animales.

Enfermedades Asociadas a Granos

De los géneros de hongos patdgenos identificados en el cultivo y grano de maiz,
tanto en el campo y almaceén, Fusarium, Aspergillus y Penicillium son los principales
géneros de hongos fitopatdgenos productores de sustancias toxicas de relevante

importancia a nivel mundial (Méndez y Moreno, 2013).

Géneros de Hongos Toxigenicos

Las especies de hongos toxigenicos mas estudiados se encuentran en la division
Deuteromycotina que incluye la gran mayoria de hongos causantes de
micotoxicosis. Un numero reducido de estas especies se relaciona con intoxicacion
que se producen por la ingesta de alimentos o piensos (granos, forrajes)
contaminados por hongos microscOpicos que sintetizan sustancias toxicas que se

denominas micotoxinas (Cabaries et al., 2007).

El género de Fusarium fue introducido por Link 1805. Leslie (2006) en donde se
clasifica en la clase Hyphomycetes de la subdivision Deuteromycotina hongos
imperfectos). Fusarium incluye especies de macroconidias hialinos que son

septados y caracterizados por una base en forma de pie o muescas a la célula basal.



Clasificacion Taxondmica de Fusarium verticillioides de Acuerdo a

Alexopoulos et al., (1996)

Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Clase: Ascomycetes
Orden: Hypocreales
Geénero: Fusarium

Especie: verticillioides

Caracteristicas de Fusarium verticillioides

Gleen et al. (2002) mencionaron que Fusarium verticillioides es un hongo que
impacta econémicamente debido a sus efectos, dafios sobre la planta y salud en

animales y sobre todo en la calidad de sus productos.

Fusarium verticillioides es un patdgeno que afecta al rendimiento y la calidad del
cultivo y el contenido de fumonisinas en granos, un hongo nocivo para la salud

humana (Ferreyra, 2010).

Tiene microconidias unidas en cadenas en forma de cabezuelas falsas, unicelulares
o bicelulares, en forma de huevos de una coloracion que va desde el amarillo hasta
el rosado. Macroconidias que tienen forma de punta en los dos extremos con el
apice algunas veces en forma de gancho, con células en la parte de abajo que
puede ser verdadera o falsa y estos pueden estar agrupados o desorganizados,
cuando estan agrupados se denotan brillantes, de color salmon al perder

completamente humedad (Alexopoulos y Mims, 1979).



Sintomas de Fusarium verticillioides

Los sintomas varian dependiendo del genotipo de maiz, especie del pardsito,
ambiente y del estado de desarrollo de la enfermedad en dafio por F. verticillioides
se manifiesta en granos individuales o bien, en pequefios grupos de granos
podridos, en cualquier parte de la mazorca. Los granos maduros pueden desarrollar
rayas blancas radiales en el pericarpio. Cuando la humedad es alta sobre los granos
se aprecia una vellosidad algodonosa, de color blanquizco, rosado o rojizo. F.
verticillioides puede causar también la enfermedad “germinacion prematura” del
maiz, esta se caracteriza por que los granos germinan y desarrollan pequefas
plantulas de maiz cuando la mazorca aun esta inmadura adherida a la planta
(Apodaca y Quintero, 2013).

En México se presenta pérdidas por la pudriciéon de tallo y grano causado por
Fusarium, este hongo aparece primero como una coloracion salmoén palido en el
pedicelo o casquete de la punta de los granos. Eventualmente, los granos infectados
muestran un crecimiento de moho polvoso de color rosaceo, compuesto por grandes

nameros de esporas o conidios (Mendoza et al., 2006).

CIMMYT (2004) reporté que Fusarium verticillioides es probablemente el patégeno
mas comun de la mazorca de maiz en todo el mundo. Los granos infectados
desarrollan un moho algodonoso o rayas blancas en el pericarpio y germinan
estando aun en el olote. Por lo general, las mazorcas invadidas por barrenadores
del tallo son infectadas por F. verticillioides. EI hongo produce micotoxinas

conocidas como fumonisinas, que son toxicas para algunas especies animales.

Fuentes de in6culo de F. verticillioides

Moreno (1978) reportd sobre la importancia de las semillas infectadas y menciono
gue son definitivamente una importante fuente de introduccion del patégeno dentro
de la cosecha. Algunos hongos patdégenos son llevados superficialmente en las
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semillas, mientras que otros se les encuentran profundamente, los hongos pueden
penetrar la membrana de las semillas y depositarse en los tejidos del cotiledén, rara
vez se les encuentra en el embrién. Existen hongos que pueden persistir de cuatro

a seis anos dentro de las semillas.

Diseminacion de Fusarium verticillioides

Warham et al. (2003) reportaron que hay insectos tales como el barrenador europeo
del maiz, son transporte para las esporas de F. verticillioides entre plantas o causar
dafio a las plantas, todo esto mencionado permiten a los hongos que infecten la

planta, también se ha reportado como un vector.

Munkvold y Carlton (1997) mencionaron que tradicionalmente se ha asumido que el
viento puede trasportar esporas y estas son capaces de llegar a su huésped y entrar
por heridas causadas por insectos. La fuente de estas esporas es presumiblemente
residuos de maiz, pero hay informes contradictorios sobre la supervivencia de F.
verticillioides en los residuos de maiz en el campo. El hongo, es muy comun en las
semillas de maiz, y en algunos casos, las semillas muy infectadas no muestran

efectos perjudiciales.

Cardwell et al. (2000) aludieron que muchos hongos entran en la mazorca a través
de los vellos del jilote, a menudo las esporas son trasportadas por insectos como
lepidopteros y coledpteros. Lepiddpteros barrenadores son considerados entre las
mas importantes plagas de insectos del maiz en Africa.

Toxinas Producidas por Fusarium

Fusarium verticillioides Sacc. (Syn.F moniliforme Sheldon) es un patégeno de maiz
gue afecta a los granos ocasionando pérdidas de rendimiento y contaminacion con

micotoxina. Las principales toxinas por F. verticillioides son las fumonisinas (FB1,



FB2 y FB3) que causan leucoencefalomalacia en equinos, edema pulmonar en
cerdos, cancer de higado en ratas y han sido asociadas a la ocurrencia de cancer

de esoéfago y defectos de tubo neural en humanos (lglesias et al., 2011).

Las fumonisinas se han asociado con cancer de eséfago en humanos en China,
Sudafrica, y en el norte de Italia. Fumonisina B1, es la mas comun y mas toxica
identificada en granos de maiz y sus productos de hidrolisis. También estuvieron
presentes en tortillas consumidas por una poblacion en el sur de Texas que
experimentaron un aumento de incidencia de los defectos congénitos del tubo renal
(Clements et al., 2003).

Caracteristicas del Género Aspergillus

La importancia de este género es notable para el ser humano, algunas especies se
han utilizado en la produccion de sustancias como aminoacidos, acidos organicos,
enzimas y metabolitos secundarios. Los hongos de este género Aspergillus se
multiplican rapidamente sobre materia vegetal almacenada o en descomposicion,
de interés agroalimentario (cereales, frutas semillas y otros) y en un amplio rango
de temperatura, humedad, contaminando asi muchos sustratos (Perrone et al.,
2007).

Una caracteristica importante de ciertos hongos del genero Aspergillus es su
capacidad de producir toxinas. Si estas se producen sobre alimentos de consumo,
Su presencia representa un riesgo para la salud en la produccién de canceres de
eso6fago, higado entre otras patologias tanto en humanos y animales (Gonzales,
2009).
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Especies toxigenicas

En el caso del género Aspergillus las especies productoras de micotoxinas llamadas
Aflatoxinas son Aspergillus flavus Link y Aspergillus parasiticus Spear, Ocratoxina

A'y B por Aspergillus giganteus (Derache, 2005).

Caracteristicas del Género Penicillium

Es uno de los hongos mas comunes que se producen en una amplia gama de
habitats, desde el suelo, vegetacion, aire, ambientes internos y varios productos
alimenticios. Tiene una distribucién mundial y un gran impacto econémico en la vida
humana. Su principal funcion en la naturaleza es la descomposicion de materiales
organicos, donde las especies causan pudriciones devastadoras en pre y
postcosecha como patdgeno en los cultivos donde producen una amplia gama de

micotoxinas (Visagie, 2014).

Fue descrito por primera vez por Link en 1809, incluye especies mitosporicas cuyas
formas perfectas se incluyen en la familia Trichomaceae, del orden Eurotiales,

perteneciente a la divisibn Ascomycota (Romero, 1988).

Las estructuras que caracterizan al género Penicillium, son el conidiéforo que
presenta en forma de pincel, a la morfologia de estas estructuras es a la que se
debe el nombre el género (del latin Pencillus,” Pincel pequefio”). Los conidios se
presentan en cadenas y son organizados a partir de una célula especializada la
fialide, el conidiéforo esta unido al micelio mediante el estipe, entre esta y la fialide
pueden aparecer diferentes células, estas células se presentan agrupadas
partiendo de un mismo punto desde el que se originan. Parte del de las fialides, los
puntos de ramificacion son uno, dos o excepcionalmente, tres a lo largo del
conidiéforo. La célula de soporte de la fidlide se denomina matula y la célula de

soporte de la matula se denomina rama en las especies que las presentan. Estan
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ramas parte del estipe, aunque pueden partir, a su vez, de otras ramas (Benitez,
2003).

Especies toxigenicas

Las micotoxinas producidas por algunas especies de los géneros de hongos
fitopatdogenos previamente descritos son objeto de interés mundial debido a las
importantes pérdidas econdmicas que acarrean sus efectos sobre la salud de las
personas, la productividad de los animales y el comercio nacional e internacional

(Soriano y Drafacci, 2007).

Micotoxinas

Las micotoxinas se suelen encontrar en una gran variedad de productos agricolas,
y que son contaminantes naturales de los alimentos mas extendidos a nivel mundial
(Méndez y Moreno, 2009).

Por su parte Sanchis et al. (2007) dijo que las condiciones que favorecen el
crecimiento de los hongos y la produccion de micotoxinas, las cuales son; humedad,
actividad de agua, temperatura, pH, composicién del sustrato y presencia de

hongos.

La exposicion a cantidades elevadas de micotoxinas que son diferentes en tanto en
propiedades quimicas, biolégicas y toxicolégicas pueden producir toxicidad tanto
aguda como croénica llamada micotoxicosis, y con resultados que van desde la
muerte a efectos nocivos en los sistemas nerviosos central, cardiovascular y
respiratorio y en el aparato digestivo, que pueden también ser agentes
cancerigenos, mutagenos, teratbgenos e inmunodepresores (Gimeno y Martins,
2006).
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Normatividad y Legislacion de Micotoxinas

La FAO (2003) elaboré un reglamento a nivel mundial para las micotoxinas en los
alimentos y en las raciones, donde se establece los limites maximos de contenido
de micotoxinas en diferentes partes del mundo. Los paises con reglamentaciones
para las micotoxinas tienen al menos limites maximos reglamentados para la
aflatoxina B1 o para el total de las aflatoxinas B1, B2, G1, G2 en los alimentos y

raciones.

La concentracion de micotoxinas se expresa en g/ kg (partes por billén), mg/kg
(partes por millon), ya que la accién de estas pequefias cantidades es acumulativa
manifestandose la enfermedad, en algunos casos, al cabo de meses o afios (Carillo,
2003).

En México existe normatividad para el contenido de Aflatoxinas en cereales donde
se incluye el maiz la NOM-247-SSA1-2008 y NOM-187-SSA1-20002 establece los
limites maximos de 20 pg/kg de Aflatoxinas totales en granos para consumo
humano, asi como 12 ug/kg para harina de maiz nixtamalizado y derivados de esta.
De las aflatoxinas la B1 es la mas importante porque es potencialmente cancerigena
y los limites méaximos de esta son 2 ug/kg y 4 g aflatoxinas B1+B2+G1+G2/kg en la
union europea (Sanchis et al., 2000).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del Experimento

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Fitopatologia del Departamento
de Parasitologia, de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro Saltillo,

Coahuila, México.

Figura 1. Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018

Material Genético

Las semillas fueron proporcionadas por los productores Francisco Hernandez
Hernandez y Javier Hernandez Zamorano, de la Colonia Lazaro Cardenas Municipio
de La Trinitaria, Chiapas. Las cuales fueron:

1. Maiz Criollo Amarillo de la region.

2. Maiz Criollo Morado de la region.
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Figura 2. Maiz Criollo Amarillo, Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018



i ruLng

T

ALLLUTTITTY

BARALL
RALRARARRRAN)

Figura 3. Maiz Criollo Morado, Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018

Prueba de Sanidad de la Semilla

Prueba de papel secante y congelamiento

Se realiz6 la prueba de acuerdo al Manual de Laboratorio de Ensayos para la
Semilla de Maiz y Trigo CIMMYT (Warham et al., 2003), se tomaron 400 semillas

de maiz con 8 repeticiones de 50 semillas de cada material genético.

Figura 4. Conteo de semillas de maiz de cada material, Departamento de Parasitologia,
UAAAN, 2018

Primeramente, se desinfectaron las semillas en una solucién de hipoclorito de sodio
al 3% (Cloralex), durante 3 minutos y se procedio a su enjuague con agua destilada,

tres veces por un minuto.
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Figura 5. Desinfeccion de semillas, Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018.

La siembra se realizd en charolas transparentes de plastico, sobre papel secante
estéril previamente humedecido, en las cuales se colocaron 50 semillas por
repeticion distribuidas uniformemente, finalmente se sellaron con clean pack y se

rotularon las cajas, dando un total de 16 repeticiones por los 2 genotipos.
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Figura 6. Siembra de las semillas, Departamento de Parasitologia, UAAAN,
2018.

Las charolas se mantuvieron a temperatura ambiente de 25° C = 2 °C durante dos
dias en la camara biocliméatica 1 del Departamento de Parasitologia, posteriormente
se mantuvieron en ultracongelacion a -20°C + 2°C durante 24 h, (ver figura 7),

finalmente se retiraron del ultracongelador y se mantuvieron a temperatura
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ambiente de 25 °C + 2 °C durante 11 dias, alternando 12 horas de luz blanca y 12

de oscuridad (ver figura 8).

Figura 7. Charolas en congelador, Departamento de Fitomejoramiento, UAAAN,
2018.

Figura 8. Charolas a temperatura ambiente, Departamento de Parasitologia, UAAAN,
2018.

Al término del tiempo de incubacién se procedié a contar el nUmero de las colonias
de hongos de acuerdo a su color por repeticion de cada tratamiento, asi como las
semillas sanas, es decir aquellas que no presentaron el crecimiento de algin micelio
de un fitopatégeno.

Preparacién del medio de cultivo.

En un matraz de un 1litro se agregd 19.5 g de PDA sintético (BD Bioxon),
posteriormente se agregd 500 ml de agua destilada y se cubrio el cuello del matraz

17



con papel aluminio, enseguida se agito de manera constante, hasta que se
disolviera, después se coloco en una olla de presion a 120 °C durante 15 minutos
para su esterilizaciéon, dejandolo enfriar por 45 min, se llevo el medio a la campana

de flujo laminar para vaciarlos en caja petri, para su solidificacion.

Figura 9. Preparacidén de medios, Departamento de Parasitologia, UAAAN,
2018.

Aislamiento de patdégenos

Una vez que se observo el crecimiento completo de las diferentes colonias fungosas
en las charolas se procedi6 a aislarlos, esta accion se llevd acabo en la campana
de flujo laminar del Laboratorio de Fitopatologia, se tomé una muestra de micelio
con una aguja de diseccion de las diferentes repeticiones para colocarlos en cajas

petri con PDA para su desarrollo, incubandose a una temperatura de 28° C.
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Figura 10. Aislamiento de patégenos, Departamento de Parasitologia, UAAAN,
2018.
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Preparacion de laminillas e identificacion de hongos

Una vez aisladas las diferentes colonias de hongos, se esterilizé la aguja de
diseccion, posteriormente se tomd una pequefia muestra del hongo y se coloco en
el portaobjetos con una gota de azul de algoddn extendiendo el micelio sobre el
mismo, colocandose por ultimo el cubreobjetos para finalmente observarlo al

microscopio.

La identificacion de los hongos fitopatdgenos se realiz6 de acuerdo a lo sefalado
en el Manual de Laboratorio de Ensayos para la Semilla de Maiz y Trigo CIMMYT
(Warham et al., 2003) y al manual de Barnett y Hunter (1972).
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Figura 11. Identificacién de hongos fitopatégenos, Departamento de Parasitologia,
UAAAN, 2018

Evaluacién final

La incidencia se reportdé como porciento de semilla colonizada por los patégenos.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de incidencia de hongos presentes en la semilla de maiz,
fueron sometidos al analisis de varianza y prueba de separacion de medias de
Tukey al 0.05 de significancia, para detectar diferencia estadistica entre los

tratamientos (Olivares,1994).
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Prueba de Germinacién

Recoleccion del suelo

Se realiz6 el experimento en el invernadero de Parasitologia ubicado en el area del
Departamento de Forestal.

Al e

Figura 12. Invernadero, Departamento de Parasitologia, UAAAN,
2018.

Germinacion

La prueba de germinacion se realizé en charolas de plastico transparentes de
acuerdo al Manual de Laboratorio de Ensayos para la Semilla de Maiz y Trigo
CIMMYT (Warham et al., 2003).

Se tomaron 400 semillas de maiz de cada material, primeramente, se agregaron 4
cm de suelo en cada charola, colocandose en cada una, 100 semillas distribuidas
uniformemente (ver figura 13), se cubrieron con otros 3 cm de suelo, se le aplicé un

riego, se dejaron a temperatura del invernadero durante 7 dias.
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Figura 13. Prueba de germinacién de las semillas, Departamento de Parasitologia,
UAAAN, 2018
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Evaluacioén

Se determinaron las cantidades de plantulas normales, plantulas anormales y

semillas no germinadas de cada repeticion de 100 semillas (ver figura 14).

Figura 14. A) Planta normal, B) Planta anormal, C) No germinada, Departamento de
Parasitologia, UAAAN, 2018

Analisis estadistico

Los resultados de la germinacion de la semilla se examinaron en el analisis de
varianzay prueba de separacion de medias, utilizando la prueba de rangos multiples
de Tukey al 0.05, en el programa estadistico de la Universidad Autébnoma de Nuevo

Ledn version 2.5 (Olivares,1994).

Prueba de Vigor

Prueba de vigor con estrés complejo

Esta prueba se realizo en el Departamento de Parasitologia, lo primero que se hizo
fue pesar 0.2 gr del fungicida Captan para evitar el crecimiento de hongos y se
disolvié en 133 ml de agua destilada (ver figura 15).
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Figura 15. Preparacion de la solucion, Departamento de Parasitologia, UAAAN
2018.

En un papel de estraza previamente humedecido se colocaron 50 semillas,
distribuidas en dos lineas rectas de 25 semillas cada una, con el embrion hacia
abajo, (ver figura 16), posteriormente la mezcla mediante un atomizador fue
aplicada sobre las semillas (ver figura 17), enseguida se colocé encima de las
semillas otro papel de estraza humedecido, doblandose de esquina a esquina en
forma de “taco” (ver figura 18), rotulandose para su posterior identificacion, siendo

un total de 16 repeticiones por los 2 materiales.
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Figura 16. Colocacion de semillas, Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018.
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Figura 17. Aplicacién de Captan, Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018.

Al finalizar, los tratamientos se dejaron en la camara bioclimatica 1 del

Departamento de Parasitologia con una temperatura 25°C+ 2°C, durante 8 dias.

Figura 18. Tratamientos en forma de tacos, Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018.
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Evaluacion

Se utilizo la evaluacién segun el Manual de Laboratorio de Ensayos para la Semilla
de Maiz y Trigo (Warham et al., 2003), modificada para esta prueba en cada

repeticion donde se tomo el promedio de las 5 plantulas mas largas

Figura 19. Plumula y raiz de maiz, Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018.

La puntuacion de vigor fue representada por un valor de 1-10, segun la cantidad de
las semillas con una longitud superior a 2/3 de la longitud media de las 5 plantulas

mas largas.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la prueba de vigor, se evaluaron en el analisis de
varianza y prueba de separaciéon de medias, usando la prueba de rangos mdultiples
de Tukey al 0.05 de significancia, manejando el programa estadistico de la

Universidad Auténoma de Nuevo Leon version 2.5 (Olivares,1994).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion

Se detectaron 4 colonias de diferentes colores, identificandose los siguientes

hongos.

En el microscopio compuesto con el objetivo 40 x se observo que la colonia de color
negro presento caracteristicas de Aspergillus sp. (ver figura 20), los conidiéforos
son lisos hialinos o tenuemente parduscos cerca del apice, los apices son esféricos,
las células de apoyo tienen una longitud variable y a veces septadas, las conidias
son muy esféricas en la madurez, se reconoce por la produccion de cabezas de
esporas compactas esféricas, o en forma de columnas, en un tono negro ( Warham
et al., 2003).

Asi mismo Hesseltine et al. (1981), hallaron en maiz cosechado en carolina del norte
(Estados Unidos), que Aspergillus flavus y Aspergillus niger infectaron en mayor

proporcién (34.8% y 10.9%) de los granos de maiz.

Cabezuela

Conidi6foro

Conidias

Figura 20. Conidioforo y Conidias de Aspergillus sp. En semillas de maiz,
Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018



En la colonia de color verde se observaron caracteristicas del genero Penicillium
(ver figura 21), que presenta conidioforos hialinos, lisos, septados con una serie de
ramificaciones que dan la estructura caracteristica de la forma de una mano o un
cepillo, con tipicas fialides hialinas en forma de frasco que producen largas cadenas
secas de conidias (Warham et al., 2003). Asi mismo Cordero (2016) encontré al
género Penicillium en semillas de maiz en Puebla. De igual manera Pachon y
Castafieda (1991), reportaron en una investigacion a este género con una incidencia

del 71 % en semillas de maiz provenientes de almacenes agricolas.

Hesseltine y Col (1981), encontraron que el 28.6 % de los granos de muestras de
maiz cosechado en Carolina del Norte (Estados Unidos) estaban infectados por

especies de Penicillium y un 1.6% de los mismos con P. funiculosum.
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Figura 21. Conidiéforo, Fidlides y Conidias del hongo Penicillium sp. En semillas

de maiz, Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018

En la colonia de color blanco se observaron caracteristicas distintivas que
corresponden al género de Fusarium verticillioides, (ver figura 22 y 23), presenta
abundantes macroconidias hialinas de forma oval o de garrote y estan ligeramente
aplanados en cada extremo. Los macroconidios con forma curva a casi recta tienen

de 3-7 septas, la célula basal tiene forma de pie (ver figura 23). No hay
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clamidosporas y se forman abundantes microconidias uniformes en forma de
cadenas largas (Warham et al., 2003)

De la misma manera, Vazquez (2008) en la deteccion de hongos en semillas de
maiz en las variedades VAN-443, ME, AN-447, proveniente del estado de Veracruz
reporto alta incidencia de Fusarium verticillioides de 83.5%, 65.62% mientras que la

semilla de Guanajuato reporto un 13.75% de incidencia del mismo hongo.

Asi mismo la zona centro-norte de la provincia de Santa Fe, Saubois y Piontelli
(1994), observaron que Fusarium verticillioides fue la especie que prevalece con

52.6 % de incidencia en 38 muestras de maiz cosechado.

Figura 22. Microconidias en cadena de Fusarium verticilloides aislado de maiz,
Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018

Microconidia Macroconidia

Figura 23. Macro y Microconidias de Fusarium verticillioides aislado de maiz,
Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2018
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En la colonia de color rosado palido se observaron caracteristicas que pertenecen
a Trichotecium roseum, los conidiéforos son erguidos o suberguidos, producidos
individualmente o en grupos, simples o ralamente ramificados, largos delgados,
hialinos, septados, las cadenas son cortas de conidios bicelulares en el apice del
conidiéforo simple hialino, la colonia en la semilla se asemeja a Fusarium gliocadium
(Warham et al., 2003), al igual Summerbell (2011) dijo que esta especie esta
estrechamente relacionado con Acremonium sp. ( ver figura 24y 25)

Del mismo modo Sanchez (2006) reportd que Trichotecium roseum es una especie
patdgena muy comun en especies forestales, que se han encontrado asociado a la

podredumbre de semillas de Abies, Fraxinus, Pinus sylvestris y Quercus.

Conidias

Conidiéforo

Figura 24. Trichotecium roseum aislado de maiz, Departamento de Parasitologia,

UAAAN, 2018

Conidios

Bicelulares

Figura 25. Conidias de Trichotecium roseum aislado de maiz, Departamento de

Parasitologia, UAAAN, 2018
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Incidencia de los Patégenos sobre la semilla

Cuadro 1. Incidencia de los hongos sobre la semilla por tratamiento de acuerdo al
color de la colonia.

70 B Maiz Amarillo ® Maiz Morado

60.75

60

50

40 335

31.25

30

Incidencia

20

10
o 075

Fusarium Trichotecium Aspergillus Penicillium Sano
Hongos Patdgenos

Se observa que el tratamiento dos (Maiz morado), para el caso de Fusarium
verticillioides manifestd la mayor incidencia del 33.5 %, catalogado dentro de los
llamados hongos de campo, pero para el caso de Penicillium sp. y Aspergillus sp,
el maiz amarillo presento el mayor grado de incidencia con valores respectivos de
6.5y 5 % que corresponden a la categoria de hongos de almaceén, por el
consecuente el maiz morado fue el que sobresali6 con un mayor nimero de
semillas sanas con un valor de 60.75% de semillas sanas a diferencia del (Maiz
amarillo) con un 57.25%, no encontrandose diferencia estadisticas entre los
tratamientos, asi mismo Betanzos et al., 2009 Mencionaron en un estudio realizado
por INIFAP en 578 muestras de mazorcas indicaron el ataque severo de los hongos
de los géneros Diplodia y Fusarium causaban pérdidas de grano de 4.2% a 19.2%
y que la severidad del dafio se relacionaba con los genotipos cultivados, en especial

con las variedades criollas.
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Prueba de Germinacioén

Cuadro 2. Que muestra el porcentaje de semillas germinadas de manera normal y

79
53
33.75
13.75 13.25

Normales Anormales Sin Germinar

anormal.

90
80
70
60
50
40

30

% De Germinacion

20

10

B T1 maiz amarillo M T2 maiz morado

El tratamiento 1 (Maiz Criollo Amarillo), fué el que presenté mayor porcentaje de
semillas germinadas en condiciones evaluadas como normales, 79% a comparacion
del otro maiz criollo morado 53%, con el mayor nimero de semillas anormales
33.75% y semillas sin germinar con un porcentaje de 13.25%.

Asi mismo Anderson (1973) establecio que la semilla después de haber alcanzado
el maximo nivel de calidad de madurez fisioldgica, inicia un proceso de cambios

degenerativos e irreversibles, que ocasionan perdidas en la germinacion y vigor.

30



Prueba de Vigor

Las plantulas con menor grado de vigor se obtuvieron en el genotipo 2 (Criollo
Morado) con una media del 5.65 de acuerdo a (Warham et al., 2003), mientras que
el genotipo 1 (Criollo Amarillo) con una media del 6.325, expreso mayor vigor de
acuerdo al tamafio de plantula encontrado, debido a que los hongos presentes en
la semilla no afectaron de manera significativamente la germinacién de la misma,
esto en la comparacion de medias de Tukey con significancia de 0.05 del analisis
estadistico de la Universidad de Nuevo Leon version 2.5, al igual Huber y McDonald
(1982), evaluando pruebas de vigor y germinacion en semillas de cebada,
observaron que semillas de alto vigor se reflejaba una alta longitud de plamula,
comparandolas con semilla de medio y bajo vigor. Al igual Marasas et al. (1988)
encontraron evidencia de infeccion en plantulas durante la germinacion viéndose

afectado el vigor de las mismas.

Cuadro 3. Que muestra medias de los tratamientos de la prueba de vigor.

TRATA. REP. MEDIA
1 8 6.325000
2 8 5.650000

No se hace comparacion de medias porque no existe diferencia significativa entre

tratamientos.
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CONCLUSION

Se hallaron diferentes géneros de hongos de importancia que afectan la calidad de
la semilla, en los diferentes materiales de maices criollos evaluados, los cuales

fueron: Fusarium verticillioides, Aspergillus sp. y Penicillium sp.

La incidencia va desde el 0.75 al 33.5%, teniendo efecto, pero no de manera
significativa en la calidad fisiol6gica de la semilla que se estudio.

En base a datos obtenidos en la prueba de vigor se puede concluir que los hongos
presentes en la semilla no afectan significativamente la germinacion y vigor de la

semilla de maiz en estudio.
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APENDICE

Cuadro 4. Incidencia de los hongos sobre la semilla de acuerdo al color de la

colonia.
N° Semillas | % De
Genotipo Repeticion | infectadas | Incidencia | Hongo
15 30 Fusarium verticillioides
2 4 Aspergillus sp
1 3 6 Penicillium sp
30 60 Sano
9 18 Fusarium verticillioides
2 4 Aspergillus sp
2 2 4 Penicillium sp
37 74 Sano
11 22 Fusarium verticillioides.
2 4 Aspergillus sp
€ 4 8 Penicillium sp
33 66 Sano
25 50 Fusarium verticillioides.
2 4 Aspergillus sp
4 p—
Maiz Criollo 2 4 Penicillium sp
Amarillo 21 42 Sano
10 20 Fusarium verticillioides
2 4 Aspergillus sp
2 38 76 Sano
10 20 Fusarium verticillioides.
1 2 Aspergillus
6 1 2 Penicillium sp
38 76 Sano
25 50 Fusarium verticillioides.
7 14 Aspergillus sp
! 12 24 Penicillium sp
6 12 Sano
20 40 Fusarium verticillioides.
2 4 Aspergillus sp
8 2 4 Penicillium sp
26 52 Sano
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N° Semillas | % De
Genotipo Repeticion | infectadas | Incidencia | Hongo
32 64 Fusarium verticillioides
1 2 Aspergillus sp.
L 1 2 Penicillium sp.
16 32 Sano
17 34 Fusarium verticillioides
1 2 Aspergillus sp
z 3 6 Penicillium sp
29 58 Sano
10 20 Fusarium verticillioides
3 2 4 Trichotecium roseum
38 76 Sano
16 32 Fusarium verticillioides
o 1 2 Trichotecium roseum
M?\Z)g(lj%”o 4 1 2 Aspc.er.gi'llus sp
2 4 Penicillium sp
30 60 Sano
22 44 Fusarium verticillioides
2 4 Aspergillus sp
> 2 4 Penicillium sp
24 58 Sano
8 16 Fusarium verticillioides
1 2 Aspergillus sp
e 1 2 Penicillium sp
40 80 Sano
13 26 Fusarium verticillioides
1 2 Aspergillus sp
! 2 4 Penicillium sp
34 68 Sano
16 32 Fusarium verticillioides
1 2 Aspergillus sp
8 1 2 Penicillium sp
32 64 Sano

41




Cuadro 5. Analisis de varianza de la incidencia de los hongos en las semillas.

Tratamiento 1 49.000000 49.000000 0.1361 0.718
Error 14 5039.000000 359.928558
Total 15 5088.000000

CV.=26.27%

Cuadro 6. Tabla de medias.

1 8 42.750000
2 8 39.250000
No se hace comparacion de medias porque no existe diferencia significativa.

Cuadro 7. Andlisis de varianza de la Germinacion.

Tratamiento 1 1352.000000 1352.000000 81.1200 0.000
Error 6 100.000000  16.666666
Total 7 1452.000000

CV.=6.19%

Cuadro 8. Comparacion de medias.

1 79.0000 A
2 53.0000 B
Nivel de significancia Tukey=0.05




Cuadro 9. Analisis de Varianza de Vigor.

TRATAMIENTOS 1 1.822510 1.822510 2.9617 0.104
ERROR 14 8.615051 0.615361
TOTAL 15 10.437561
C.V.=13.10%
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