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RESUMEN

La demanda del huitlacoche en el mercado ha llamado el interés de muchas
personas e instituciones de investigacion; su estudio ha avanzado de tal manera que
los investigadores conocen perfectamente el ciclo biolégico del hongo y la forma de
desarrollarlo en un medio artificial. Aun cuando hay muchas formas de propagar al
hongo Ustilago maydis, la forma mas comdn de hacerlo es en un medio nutritivo
sélido utilizando cajas Petri. El presente trabajo se llevé a cabo en la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro en dos fases (laboratorio e invernadero), con el
objetivo de establecer un medio artificial de multiplicacién acelerada y potencializada
para el aislamiento y conservacion del hongo U. maydis, a fin de producir células
infectivas y efectivas en un medio liquido como fuentes de indculos para la
aplicacion masiva o comercial en campo. Se formularon cinco caldos nutritivos
[Caldo nutritivo (CN), Caldo de Avena (CAV), Caldo de Lactosa y Peptona (CLP),
Caldo de papa (PDB) y Caldo de Malta y Levadura (CML)] y se evalué el desarrollo
de basidiosporas a los 10 dias después de la incubacion. Posteriormente se evaluo
la efectividad de cada uno de las cepas obtenidas en los caldos. Los resultados
indican que todas las formulaciones de los caldos nutritivos presentaron desarrollo
del hongo, sin embargo, los caldos PDB y CAV fueron los que produjeron una mayor
concentracién (25 678 000 y 19 310 000 basidosporas. mL™* de U. maydis,
respectivamente). Los cinco caldos evaluados provocaron sintomas de incidencia y
severidad en las plantulas de los cinco maices utilizados. Sin embargo, estos se
expresaron en diferente grado. Los materiales que presentaron mayor grado de

severidad fue Sorento, seguido del A-7573.

Palabras clave: Ustilago maydis, Propagacion, Caldos nutritivos, Severidad e

Incidencia.



1. INTRODUCCION

El hongo Ustilago maydis, también conocido comunmente como huitlacohe y/o
carbon comun es una enfermedad especifica del maiz y teocintle que se caracteriza
por la formacién de tumores, principalmente en la mazorca (Cabrera et al., 2009).
Sin embargo, este hongo tiene la capacidad de provocar grandes epifitias
impactando sobre todo en la economia del productor aun cuando existen los

tratamientos que pueden controlar esta enfermedad asi como genotipos resistentes.

En condiciones normales U. maydis infecta del 1-5 % de la produccion total mundial
de maiz (Ruiz, 2008); de acuerdo con el “Atlas agroalimentario 2018” tan solo en el
afio 2017 en México se produjeron 27,762,481 toneladas de maiz, dando como
resultado un aproximado de 277,624 - 1,388,124 toneladas de maiz afectado por
este patdégeno. Sin embargo, para que esta enfermedad pueda desarrollarse es
necesario que se den las condiciones ambientales 6ptimas, éstas son cuando hay
poca precipitacion pluvial durante la floracion de la planta de maiz y temperaturas

elevadas.

La presencia de esta enfermedad en el cultivo de maiz no es del todo negativo, ya
gue en la gastronomia de México, parte de Europa y Estados Unidos, este hongo es
conocido con el privilegiado nombre de “Caviar mexicano”. Si bien es cierto, en otros
paises el huitlacoche es consumido por lo general en platillos gourmet, mientras que
en el centro y sur de México es donde se consumen de forma regular en comidas
como quesadillas, tacos, sopas, rellenos de tamales, crepas, salsas, bebidas y un
sinfin de patillos ya que es muy versatil si preparaciéon y combinacion. (INTAGRI,
2017).

La popularidad de este hongo como alimento hoy en dia, se ha dado debido a que
posee un elevado valor nutricional, pues en distintas investigaciones realizadas se

menciona que puede llegar a tener mas del 8% de proteina, variando los resultados



segun el tipo de maiz que se utilice para la produccion de U. maydis (Pimentel et. al.,
2011).

Paredes (2001), menciona que “algunas razas y maices son mas susceptibles que
otros”, sin embargo, indica que el mejor maiz para la produccion de U. maydis es el
maiz dulce, esto se debe a que es uno de los materiales genéticos de este cultivo

con los valores nutricionales mas altos.

La demanda del huitlacoche en el mercado ha llamado el interés de muchas
personas e instituciones de investigacion; su estudio ha avanzado de tal manera que
los investigadores conocen perfectamente el ciclo biolégico del hongo y la forma de
desarrollarlo en un medio artificial, aun cuando hay muchas formas de propagar al
hongo U. maydis, la forma mas comun de hacerlo es en un medio de cultivo sélido
utilizando cajas Petri. Pero ahora, con todos estos conocimientos adquiridos se esta
llevando a cabo la produccion comercial de huitlacoche en los estados del sur y
centro de México, un ejemplo de ello es el Estado de Puebla, que junto con
investigadores del Colegio de Posgraduados estan manejando todo el ciclo de

produccion (Martinez 2017).

Barrero (2016) define un medio de cultivo como “aquel que contiene agua y una
serie de nutrientes necesarios para el metabolismo”, ademas, dice que los medios
de cultivo sélidos son los que tienen una proporcién de agar, permitiendo que el
crecimiento se desarrolle en la superficie del medio, provocando colonias aisladas y

una mejor manipulacién del microorganismo (Martinez., et al. 2000).

Lo que se pretende probar en esta investigacion es el desarrollo de una nueva
manera de incrementar el hongo U. maydis manteniendo su patogenicidad,
favorecer la velocidad de reproduccion y su conservacion por un periodo prolongado
a diferencia a que si se hiciera en medios de cultivos sélidos como cominmente se

realiza.

Los caldos nutritivos son también llamados caldos de cultivo y medios de cultivo
liquidos; se les denomina “caldos” por la consistencia que tienen. Este medio se
define como aquel que “no contiene algun agente gelificante”, y es adecuado para la

manipulaciéon del microorganismo (Quistian-Garcia, 2014), el mas comunmente



usado es el que contiene agua de peptona, sin embargo, existen muchos mas con
los que se ha experimentado, pero no se ha tenido el mismo resultado que este
(Méndez., et al. 2018).

Ademads, la técnica de inoculacion y el inoculo a utilizar es de gran importancia
puesto que los resultados cambian totalmente de acuerdo a lo que se utilice. Leal
(1996) e Hidalgo (1995), mencionan que la inoculacién por basidiosporas es mucho
mas efectiva que la inoculacion por teliosporas. Asi mismo en los resultados
obtenidos por Leal (1996), se encontré que la aplicacion enddégena es la mejor, ya
gue obtuvo mayor proporcion de plantas infectadas, mismas que se obtienen
utilizando la inyeccion como forma de inoculacion enddgena, obteniendo hoy en dia

hasta un 95% de incidencia en las parcelas inoculadas.

Con base a lo anterior, en este trabajo se pretende probar nuevas formulaciones de
caldos nutritivos e identificar cual de ellos es el mas beneficioso en la produccion
artificial de inoculo de U. maydis y obtener asi un método mas efectivo y rapido para
el desarrollo del hongo. Ademés de evaluar la efectividad de los in6culos obtenidos
inyectados en plantulas de cinco hibridos de maiz comunmente utilizados para la

produccion de huitlacoche.

1.10BJETIVO GENERAL

Establecer un medio artificial de multiplicacion acelerada y potencializada para el
aislamiento y conservacién del hongo Ustilago maydis a fin de producir células
infectivas y efectivas en un medio liquido como fuentes de inéculos para la

aplicacion masiva o comercial en campo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Demostrar que el hongo Ustilago maydis puede completar su desarrollo en
sustrato diferente a su hospedero.
e Evaluar y comparar la patogenicidad del hongo desarrollado en los diferentes

caldos nutritivos.



1.3HIPOTESIS

Los caldos nutritivos son formulaciones a base de materiales como carbohidratos y
minerales con el proposito de proveer un medio adecuado para el desarrollo de
microorganismos, por tal razén, las formulaciones definidas para el desarrollo de
Ustilago maydis propiciaran las condiciones adecuadas para un rapido crecimiento y

alta patogenicidad.



3. REVISION DE LITERATURA

2.1  Antecedentes

Actualmente muchos de los estudios disponibles orientados a obtener produccion
artificial de huitlacoche, se encuentran a nivel del ensayo para obtener metodologias
y encontrar la mejor técnica de inoculacion sobre hibridos comerciales comunes,

hibrido de maiz dulce y variedades de polinizacion abierta (Martinez et al., 2000).

La enfermedad causada por Ustilago maydis (DC) Corda, es considerada en casi
todo el mundo una plaga y generalmente se destruyen las plantas infectadas para
evitar la contaminacion de plantas sanas, sin embargo, en la parte sur y centro de
México se considera un manjar e incluso inducen la enfermedad mediante la
inoculacion artificial tanto artesanal como comercialmente para su propagacion (Lira,
2019).

Sin embargo, la induccion de forma artesanal como lo es mezclar la semilla del maiz
con esporas del hongo no ha dado buenos resultados, es asi, que uno de los
mejores resultados para inocular este hongo es por inyeccion de esporas

directamente en la planta del maiz (Quiroz, 2019).

Ademds, es comun poder encontrar este alimento considerado como hortaliza, en
los mercados del centro del pais en mazorca, por kilo o desgranado, asi mismo, se
encuentra en alimentos ya preparados en los establecimientos de comida y en
restaurantes de alta gastronomia de México, Estados Unidos y algunos paises de
Europa, como Francia es conocido con el nombre de “trufa mexicana” o “caviar

azteca” con un precio mucho mayor de lo comudn. (Quiroz, 2019)



2.2 Importancia en la nutricion

El huitlacoche posee cantidades importantes de nutrientes como fibra dietaria,
proteina, &cidos grasos, aminoacidos, vitaminas, minerales y &cidos fendlicos que

pueden ser aportados a nuestra nutricion si es consumido (Aguayo et al., 2016).

La demanda de los alimentos hoy en dia, ademas de ser por su sabor, también lo es
por tendencia, ya que en pleno siglo XXI se estd consumiendo un mayor nimero de
alimentos naturales que proporcionan niveles adecuados de nutrientes y asi llevar
una dieta equilibrada; el huitlacoche siendo una combinacion Unica en el mundo del
hongo comestible U. maydis y la semilla de maiz ha sido reconocido por diversas
culturas, desde los tiempos prehispanicos hasta las de hoy en dia establecidas
principalmente en México y en varias partes del mundo por su increible valor

nutricional y como un alimento tradicional (Martinez, 2017).

2.3 Taxonomia

Reino: Fungi
Division: Basidiomycota
Clase: Ustilaginomycetes
Orden: Ustilaginales
Familia: Ustilaginaceae
Género: Ustilago

Especie: Ustilago maydis



2.4 Signos y sintomas

El desarrollo de la enfermedad se ve favorecida por las altas temperaturas que van
de 26°C-34°C y por las condiciones de sequia, ademas la incidencia es mayor en
cultivos no resistentes que se desarrollan en condiciones con suelos sin drenaje, con
altos niveles de nitrégeno y donde las plantas fueron dafiadas con labores culturales
(SINAVIMO, 2019)

El desarrollo de la enfermedad en general se caracteriza por clorosis, disminucion
del tamafio y formacion de agallas en tallos, hojas, y mazorcas (Gonzalez, 2016).
Sin embargo los sintomas se pueden clasificar en dos formas de afectacion, tanto en

planta como en la mazorca:

e Enlaplanta:

La infeccion por el hongo en plantula ocasiona pequefias agallas en tallos y
hojas, deteniendo el crecimiento ocasionando achaparramiento e incluso la
muerte de la misma; en plantas adultas las infecciones se producen en tejidos
jovenes (Agrios, 2009).

Ruiz (2008) menciona ademas la acumulacion de antocianinas, distorsiones e

incluso presencia de agallas en los tejidos afectados.

e Enla mazorca;

En los granos de la mazorca el tejido es remplazado por teliosporas cubiertas
por una membrana blanco-verdosa, que al madurarse se oscurece y forma
una masa polvorienta color café (Gonzalez, 2016).

Asi mismo, el nUmero, tamafio y localizacién de las agallas varian segln sea
la severidad de la infeccion, sin embargo, las agallas pequefias comunmente
se forman en la base de la mazorca y las agallas grandes se ubican en la

parte superior de la ésta (Agrios, 2009).



2.5 Etapas de desarrollo

Segun Agrios (2009) todas las enfermedades infecciosas se llevan a cabo en una
serie de pasos en donde se desarrolla y se mantiene la enfermedad, a estos pasos
se le denominan ciclo de la enfermedad, en este caso, también, se relaciona mucho

con su ciclo de vida, en caso de U. maydis se compone de siete etapas:
Inoculacion

1. Las basidiosporas germinan sobre la superficie del hospedante y producen

una hifa fina.
Penetracion

2. La hifa fina se introduce en las células epidérmicas directamente, después de
un desarrollo inicial detienen su crecimiento en donde a veces mueren si no
entra en contacto con una hifa haploide proveniente de otra basidiospora de

apareamiento compatible.
Establecimiento de la infeccién

3. Cuando ocurre una fusion entre dos hifas compatibles, ésta aumenta su

tamario, volviéndose dicariotica la cual se desarrolla de forma intracelular.
Invasion

4. Las células que rodean a la hifa son estimuladas para que sufran hipertrofia e
hiperplasia y comiencen a formarse las agallas, esto puede ocurrir antes de

gue invada los tejidos.
Crecimiento

5. Las infecciones sistémicas rara vez suceden y si lo hacen en plantas jovenes,
por lo tanto, en los tejidos jévenes es frecuente que tengan bastantes agallas,

pero de tamafo diminuto que apenas y se alcanzan a observar.



Reproduccion

6. El micelio en la agalla durante su formacién y antes de la esporulacion
permanece intercelularmente, mientras que las células alargadas del maiz
son invadidas por el micelio, lo que ocasiona que colapsen y mueran. La
mayoria de las células dicaridticas posteriormente se transforman en
teliosporas y durante el proceso parecen absorber el protoplasma de las
demas células miceliales. Solo la membrana que cubre la agalla no es
afectada, pero finalmente se rompe vy libera las teliosporas iniciando nuevas
infecciones, las cuales pueden producir nuevas agallas o repetir el ciclo de la

enfermedad.
Dispersion y supervivencia

7. El hongo inverna en forma de teliosporas en el suelo y en los restos de
cultivos, donde se mantiene viable; durante el periodo de primavera-verano
las teliosporas germinan llaméandose ahora basidiosporas, las cuales se
dispersan con ayuda del aire y la lluvia, llegan hasta los tejidos susceptibles

(tejidos jévenes o en crecimiento) de las plantas de maiz.
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Figura 1. Ciclo biolégico de Ustilago maydis (Agrios, 2009).

2.6 Medios de cultivo

Los medios de cultivo son mezclas de sustancias que se usan para el aislamiento de
hongos, bacterias y otros microorganismos; la mayoria de los hongos fitopatégenos
pueden ser cultivados en medios apropiados. Tales medios nutritivos deben de
cumplir con ciertas condiciones para que el hongo se desarrolle adecuadamente
como: contener elementos nutritivos, no debe deshidratarse faciimente, debe
esterilizarse, debe incubarse a temperaturas adecuadas (20-35°C), requieren pH
acidos (5-6) e lluminacién dependiendo el microorganismo a desarrollar. (Curvelo et
al., 2010).

Curvelo et al. (2010) clasifican los medios de cultivos por su compaosicion en:
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e Medios naturales: Son hechos de materiales completamente naturales como
plantas, malta, levaduras, etc., se dice que estos son pocos usados, pero son
superiores a los demas para desarrollar hongos de dificil esporulacion.

e Medios semisintéticos: Como se dice en el nombre, son materiales naturales
mezclados con sintéticos, como lo es (PDA), Agar V8, Agar de Harina de
maiz, entre otros. (son de los mas usados).

e Medios sintéticos: Son los que se conoce perfectamente su composicion, por
ejemplo “AGAR KLEMMER Y LENNY” que se compone de KH2PO4 680.0
mg, MnCI2.4H20 0.07 mg, MgS04.7H20 250.0 mg, NaMo0O4.2H20 0.05 mg,
CuS04.5H20 0.08 mg, MnCI2.4H20 0.07 mg, CaCl2 50.0 mg, ZnS04.7H20
4.4 mg, FeS04.7H20 1.0 mg, Na2HPO4.7H20 1.34 mg, L-asparagina 708.0
mg, Tiamina HCl 100.0 mg, Glucosa 15.0 mg Agar 15.0 g y Agua 1 L.
(Curvelo, 2010)

Ademas, los medios nutritivos anteriores pueden ser preparados de tres formas

diferentes, variando solo en su consistencia:

e Solidos: son los que contienen agentes solidificantes, como Agar en una
concentracion del 1-3%.

e Semiliquidos: Estos se obtienen bajando solo la concentracion de Agar.

e Liquidos: Se preparan sin agentes solidificantes, los cuales son usados para

conseguir altas concentraciones de esporas.

Cafedo et al. (2004) menciona que el medio de cultivo PDA funciona para aislar
todo tipo de hongos (a excepcion de patdgenos obligados) incluyendo los hongos de
plantas u hongos saprofitos resaltando que crecen bien y esporulan sin problemas.

En diferentes tipos de investigaciones realizadas con hongos los autores emplean
como uno de los métodos de aislamiento estandar el uso de medios generales como
el PDA, el cual contiene una fuente de nutrientes sintética y es de los mayormente
probados (Ruiz, 2008, Curvelo et al., 2010, Gonzalez, 2016).
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2.7 Aislamiento del hongo

El aislamiento puede realizarse desde el material infectado o mediante la siembra de
signos; para el aislamiento de hongos existen medios de cultivos generales (Papa
Dextrosa Agar y Agar Agar), no obstante, la mayoria de las enfermedades pueden
diagnosticarse mediante observaciones a simple vista; pero también hay ocasiones
en donde se tienen que observar con equipo mas especializado como microscopios
(Delgado, 2014).

2.8 Preparacion de un medio de cultivo

Para la preparacion de medio de cultivo PDA (semisintetico) segun Cafiedo et al.

(2004) se utiliza la siguiente formulacion:
Materiales

e Papa sin pelar 200 g
e Dextrosa 10g
e Agar 189

e Agua destilada un litro
Procedimiento:

“Lavar las papas, cortarlas y hacerlas hervir en un litro de agua destilada por 20
minutos, colar y disolver en el liquido la dextrosa y el agar. Esterilizar en autoclave

durante 15 minutos a 15 libras de presion”.

Y para la preparacion de medio de cultivo PDA (sintético) segun el manual de
“Laboratorio de biologia de hongos” Ortega et al. (2017) lo prepara de la siguiente

manera.
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Materiales.

e PDA 7.8 g (existen ya varias marcas que lo distribuyen, en este caso es la
marca BD®).
e Agua 200 ml.

Procedimiento.

Pesar 7.8 g del PDA marca BD® y disolver en 200 mL de agua destilada. Esterilizar
en autoclave a 121 °C, 15 libras de presion, durante 15 min. Posteriormente, vaciar
20-25 mL del medio PDA en placas de Petri de 10 cm x 10 cm. Esperar a que

solidifiqgue el medio. Sellar las placas. Almacenar a 4°C.

2.9 Efectividad de la inoculacion

Para el caso de U.maydis la forma de aplicacién del inoculo independientemente sea
cual sea el modo de produccién Leal (1996) sefiala que la aplicacién enddgena es
mucho mayor que la aplicacion exdgena, mas sin embargo de forma natural la
infeccidn por basidiosporas no puede ser posible, lo es solo mediante la inoculacion

artificial.

No obstante, Leal (1996) e Hidalgo (1995) demostraron que la inoculacion utilizando
basidiosporas como fuente de infeccion, se llegan a obtiener mejores resultados de

incidencia de los que se obtuvieran utilizando teliosporas.

Sin embargo, estos resultados se atribuyen a la aplicaciéon de basidiosporas como
fuente de inoculo ya que agiliza el proceso, y las basidiosporas pueden germinar e
iniciar la invasion del tejido inmediatamente, dando lugar a mayores probabilidades
de infeccién, sin embargo al utilizar teliosporas estas tienen que pasar por un
proceso de germinacion, meiosis, produccion de basidiosporas, germinar de nuevo e
iniciar la invasion, ademas este proceso puede ser afectado por las condiciones
ambientales en cualquier momento, adicionalmente utilizando las basidiosporas se

previenen contaminaciones por otros patogenos. (Leal, 1996)
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(Leal, 1996) comparo los resultados obtenidos sobre el nimero de aplicaciones de
basidiosporas, en el cual no se obtuvieron diferencias significativas, sin embargo el
aplicar dos veces el inoculo en lugar de una dio una diferencia estadistica de 4.79
veces mayor que si solo se aplicara una vez. Sin embargo, si se usaran teliosporas
en su lugar no habria suficiente tiempo para que pudieran desarrollarse y causar una

infeccion, las mazorcas ya estarian lo suficientemente maduras.

Estudios previos mencionan que el tipo de maiz tiene influencia sobre la incidencia y
severidad de las infecciones por U. maydis, siendo las variedades e hibridos de maiz
dulce, las que mas afecta y que mejor genera huitlacoche, ademas de desarrollarlo

con mejor calidad nutricional. (Paredes, 2001, Ruiz, 2008)
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1. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion forma parte del Proyecto de Desarrollo,
registrado en las Subdireccion de Difusion Cientifica y Tecnolégica, de la
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, titulado: “Susceptibilidad y produccion
de huitlacoche por inoculacion artificial”, el cual, estudia a U. maydis como una
alternativa de produccion en la zona norte del pais, por tal motivo se buscan
diferentes formas de reproduccién de cepas, de forma exponencial y manteniendo el

inoculo para la aplicacion y produccién en invernadero y campo.

3.1 Localizacion del experimento

La investigacion se realizé dentro de las instalaciones de la Universidad Autonoma
Agraria Antonio Narro en Saltillo Coahuila. La UAAAN esta situada en la colonia
Buenavista, municipio de Saltillo, Coahuila; se localiza en la carretera Calzada
Antonio Narro y a un costado de la carretera Saltillo-Zacatecas, con coordenadas
geograficas N 25°21°13.1436" W 101°1'51.1392, a una altura de 1770 msnm,

aproximadamente.

3.2 Disefio experimental

El disefio experimental fue establecido bajo condiciones de invernadero, con
temperatura, humedad y luz controladas, mientras que las condiciones del suelo
fueron homogenizadas por el uso de sustrato estéril. Se emple6 un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial 5x5 con tres repeticiones; los factores
fueron: cinco Caldos nutritivos (en los cuales se incrementaron las estructuras
infectivas de una cepa local de U. maydis) y se probaron cinco Hibridos de maiz (los
materiales genéticos fueron tomados al azar, segun la disponibilidad de semilla que

se tenia en almacén), ademas se considerd la interaccion de estos dos factores,
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dando como resultado 25 interacciones establecidas en el diseflo experimental,
constando que la unidad experimental consistid6 de un vaso con dos plantas, dando
un total de 75 unidades. El estudio se realiz6 en dos fases, una de laboratorio y otra

de campo, las cuales se describen en los siguientes apartados.

3.3 Fase de laboratorio.

Consistio en el aislamiento de las cepas del hongo, preparar las formulaciones de
los caldos nutritivos, inocularlos con la cepa del hongo U. maydis y mantenerlos bajo
condiciones controladas, asi como de realizar el conteo de basidiosporas y
posteriormente hacer la dilucién de los caldos a la concentracién infectiva de 10°
basidiosporas-mL™, también incluyé la desinfeccién del sustrato, que se empleé en
la segunda fase de campo. Las actividades de esta etapa se realizaron en los
laboratorios de Parasitologia (Laboratorio de Fitopatologia de Postgrado) los cuales

se encuentran dentro de la UAAAN.

3.3.1 Obtencion de la cepa del hongo

Las agallas de U. maydis, provenientes de los campos de la UAAAN fueron
desinfectadas en hipoclorito de sodio al 6% por 3 minutos y enjuagadas en agua
destilada estéril. Posteriormente se dejaron secar en papel estéril durante 20 min
encampana de flujo laminar. Con un asa bacterioldgica desinfectada se tomaron
teliosporas y se colocaron en placas de PDA con gentamicina de uso veterinario
(Gentomicyn Super® de 100 mg), como antibiético a una concentracion de 1.0 mL-L"

! Se incubaron durante cinco dias a una temperatura de 25 a 28°C.
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3.3.2 Formulacién de los caldos nutritivos

Se elaboraron cinco Caldos nutritivos: Caldo Nutritivo Comercial (CN, el cual fungié
como testigo), Caldo de Avena (CAV), Caldo de Papa (PDB), Caldo de Malta y
Levadura (CML) y Caldo de Lactosa y Peptona (CLP) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Formulaciones nutritivas de caldos para el desarrollo exponencial de
esporas y micelio infectivo de Ustilago maydis.
Tratamientos

; -1
Caldos nutritivos Nutriente Peso gL
Almidén de papa 4
1 Caldo Nutritivo Comercial Dextrosa 20
Agar 15
Papa pelada y cortada 200
2 Caldo de Papa (PDB) Dextrosa 10
Avena molida 30
3 Caldo de Avena (CAV) Dextrosa 10
Extracto de malta 30
Extracto de levadura 2
4 Caldo Malta-Levadura (CML) Fosfato de Potasio (KH,PO,) 0.5
Sulfato de Magnesio 05
(MgS0,.7H,0) '
Extracto de levadura 2
5 Caldo Levadura y Peptona Peptona de Carne 23
(CLP) Cloruro de sodio 5
Dextrosa 10

Se llevaron a cabo ensayos para establecer cuatro diferentes formulaciones
nutritivas de caldos, seleccionando nutrientes comunmente sintetizados por los
microorganismos aislados de forma tradicional. Estableciendo los componentes y
concentraciones con mejor desarrollo de U. maydis en condiciones de laboratorio.
Agregando a este ensayo caldos de nueva formulacién, como un caldo de papa

suplementado y comunmente usado para la multiplicacién de microorganismos.

Los Caldos nutritivos fueron formulados y esterilizados en autoclave a 121°C durante
20 min. Una vez estériles y templados a temperatura ambiente, fue agregado
antibidtico Gentamicin Super ® (Gentamicina 100 mg-mL™), bajo condiciones
asépticas en campana de flujo laminar. Cada caldo fue inoculados con cinco

bocados de 0.5 cm de la cepa de U. maydis con 7 a 14 dias de desarrollo en caja
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Petri en medio de cultivo al 1% de antibidtico. Los matraces con caldos inoculados
fueron incubados a temperatura ambiente y en movimiento en VWR Shaker®
modelo 3500, a 140 rpm durante 120 horas.

3.3.3 Conteo de basidiosporas

Los conteos de las basidiosporas se realizaron sin diluir y con ayuda de la camara
de Neubauer y un microscopio, anotando los resultados en hojas con apartados

especiales.

Los conteos de las basidiosporas se realizaron directamente de los caldos
desarrollados después de 120 h; por lo que de cada caldo se tomaron tres alicuotas
de 2000 pL y se colocaron en tubos Eppendorf y con ayuda de la camara de
Neubauer se colocaron de 500 a 1000 pL del caldo en los surcos laterales de la
camara hasta cubrir todo el porta objetos. Bajo microscopio Optico, se colocd la
camara de Neubauer y se monté la muestra. Se enfocO inicialmente desde el
objetivo 4X, para ubicar los cuadrantes con los que cuenta esta camara, hasta
colocarse en el cuadrante central y de acuerdo al tamafo de las celular, enfocar e

iniciar el conteo de cinco cuadrantes por muestra y tres repeticiones por caldo.

La cuadricula de recuento esta formada por nueve cuadrados grandes, cada uno de

ellos con una superficie de 1.0 mm?.

El cuadrado grande central (que se puede ver en su totalidad con el objetivo 10X;
ver Figura 2), esta dividido en 25 cuadrados medianos (con el objetivo 40X se
pueden ver los cuadrados medianos completamente; ver Figura 2), cada uno de
ellos con 16 cuadrados pequefios en su interior. Los cuatro cuadrados grandes de
las esquinas (no se muestran en la Figura 2), estan formados por 16 cuadrados

medianos.

El recuento se puede realizar tanto en el cuadrado grande central como en los de las
esquinas, dependiendo del tamafio de las células en estudio. En este ejemplo

realizaremos el recuento en el cuadrado central.
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Cuando colocamos la muestra bajo el cubreobjetos, la suspension celular alcanza
una altura de 0,1 mm. Teniendo estos datos en cuenta, y si consideramos uno de los

cuadrados grandes, el volumen contenido en éste sera de:
1x1x0,1=0,1mm°=10"*mL

Con el objetivo 10X del microscopio hay que localizar la zona de recuento (uno de
los cuadrados grandes). Para contar las células se cambia al objetivo 40X. Se
cuentan las células contenidas en todos los cuadrados medianos (25 si hemos
elegido como zona de recuento el cuadrado grande central o 16 si hemos elegido

una de las esquinas) de acuerdo con el siguiente criterio:

Hay que contar todas las células que estan dentro de cada cuadrado mediano y
aguellas que estan tocando los lados superior y derecho de dicho cuadrado (aunque
estén parcialmente fuera). Siguiendo este criterio, en la figura se contarian las

células en color verde, y no se contarian las células en color rojo.

Si hemos contabilizado N células en uno de los cuadrados grandes (o sea, en 25

cuadrados medianos), la concentracion de nuestra muestra sera:
N x 10* cel/mL

Si para hacer el recuento hemos tenido que concentrar o diluir la muestra inicial,

hemos de tener en cuenta este factor de concentracion-dilucion (f):
N x 10* x f cel/mL

suspension celular inicial = suspension celular diluida x factor de concentracion-

dilucion.
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Figura 2. Camara de Neubauer, cuadriculas de conteo utilizadas en los conteos de
las estructuras infectivas de U. maydis, para estableces la concentracion de los
caldos a las 120 h, de incubacion.
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Figura 3. Fotografia de un cuadrante de la camara de Neubauer, donde se resaltan
en un circulo algunas de las basidiosporas del caldo CLP consideras en el conteo.
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3.3.4 Dilucién de los Caldos nutritivos

Para la dilucién de los Caldos nutritivos a una misma concentracién se procedié a
tomar solo una repeticién de cada uno de los caldos (CAV, CLP, PDB, CML y CN)
conservando las repeticiones a 4°C y bajo condiciones asépticas, la concentracion
establecida fue de un millén de basidiosporas (1x10%)-mL™ de agua destilada. Los

datos obtenidos del conteo se usaron para los calculos. La férmula empleada fue la

siguiente:
Cclvi=C2v
C2v2
AV = —
C1

Una vez preparados los caldos a la concentracion de un millon de esporas, se
guardaron en refrigeracion, esto con el fin de parar el desarrollo del hongo y

mantener a concentracion deseada.

3.3.5 Desinfeccion del sustrato

También en el laboratorio y con ayuda del autoclave, se realiz6 la desinfeccién del
sustrato, con la finalidad de asegurar que la semilla y posteriormente la plantula de
maiz no fuese infectada por patégenos externos a la investigacion. El procedimiento
fue llenar bolsas de plastico transparentes (con suficiente resistencia a temperaturas
altas, polipapel) con 2.0 Kg de sustrato aproximadamente. Las bolsas con el sustrato
se colocaron dentro de una autoclave y se esterilizaron durante 30 min a una

temperatura de 121°C.

3.4 Fase de campo

A continuacioén, se presenta el procedimiento que se llevo en la fase de campo.
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3.4.1 Ubicacion del invernadero

La fase de campo se desarrolld6 en el invernadero No. 2 perteneciente al

Departamento de Fisiologia Vegetal, de la UAAAN.

3.4.2 Preparacion de los contenedores y siembra

Una vez esterilizada la cantidad suficiente de sustrato a utilizar, fueron preparadas
las unidades experimentales, colocando el sustrato estéril y humedecido en los
vasos de unicel #14, posteriormente se sembraron dos semillas por vaso o
contenedor y se regd para alcanzar la humedad adecuada. Una vez que se dio la
emergencia y después de la aplicacion de los tratamientos correspondientes se
manejo el cultivo adecuadamente, para el buen desarrollo de las plantas y la mejor
expresion de la enfermedad, el cual consistio en riegos una vez por dia, la
fertilizacion fue mediante solucion nutritiva, la temperatura fue homogénea, debido a
gue se estableci6 el experimento en invernadero se sembraron por tanto dos
semillas por vaso en total 15 vasos de cada uno de los cinco Hibridos de maiz

(Sorento, Antilope, Aquiles, Berrendo y A-7573, el cual fungié como testigo).

3.4.3 Inoculacion

La inoculacion se hizo cuando las plantas tenian 15 dias de edad después de la
emergencia. Se utilizaron para este procedimiento, las diluciones de los caldos
nutritivos que se prepararon en la etapa de laboratorio, se llevaron al area del
invernadero; y con ayuda de jeringas hipodérmicas se comenzé a inyectar 1.0 mL de
cada solucién respetando las plantas de cada tratamiento y unidad experimental,

segun correspondiera y se utilizé una jeringa para cada caldo nutritivo.
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La inyeccién fue en diagonal de acuerdo al tallo de la plantula, tratando de que la

punta de la aguja de la jeringa no atravesara el tallo y llegara al centro de la misma.

Todas las plantas de todos los tratamientos fueron inoculadas el mismo dia para

evitar variaciones en los sintomas.

3.4.4 Factores a evaluar

Los factores que se evaluaron durante el desarrollo del experimento fueron:

a)

b)

Incidencia se midié en funcién a los sintomas visibles y externos del hongo
apreciados en las plantulas, por tanto se contaron las plantas totales y las plantas
gue manifestaban sintomas, como: manchas y lineas cloroticas, Yy
malformaciones en los méargenes de las laminas foliares. Para determinar la
incidencia de U. maydis se dividio el nUmero de plantulas con sintomas del
patdgeno entre el nimero de plantas totales y se multiplico por 100. Ademas, se
contabilizé el nUmero de plantas enfermas y plantas sanas
Severidad del hongo fue calificada con una escala de 1 a 5, las cuales se
describen a continuacion:
(1) Plantas sanas.
(2) Plantulas con sintomas de clorosis o baja presencia de antocianinas en
la ldmina de las hojas verdaderas uno o dos.
(3) Manchas cloréticas y produccién de antocianinas en la lamina de al
menos dos hojas verdaderas.
(4) Clorosis en laminas foliares y deformaciones iniciales en tallo y en las
hojas namero tres y cuatro.
(5) Deformaciones severas o protuberancias menores, en tallos, auriculas

y laminas de las hojas tres y cuatro.

3.4.5 Toma de datos

La toma de datos se llevd a cabo a los 12 y 18 dias después de la inoculacion (ddi),

para la variable incidencia del hongo; mientras que para la severidad se considero a
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los 12, 18, 24 y 30 ddi, manteniendo siempre seis dias entre toma de datos,
posteriormente los datos fueron pasados a Excel 2016 para un mejor y mas exacto

manejo de ellos a la hora de analizarlos.

Los datos de incidencia y severidad de cada planta fueron registrados junto con la
informacion del hibrido, el caldo inoculado y la fecha en que fue tomada, ademas

gue se tomaron algunas fotos para llevar un correcto control.

Para analizar los datos obtenidos se usé el programa SAS version 9.0, y se obtuvo
un analisis de varianza y las pruebas de medias para de los caldos nutritivos e

hibridos de maiz usados.

3.4.6 Modelo estadistico

El experimento se establecié bajo un disefio completos al azar, con un arreglo

factorial, el cual corresponde al siguiente modelo estadistico:
Yi=H + a; + B +af + rk + €y
Yijk = Valor de la i-ésima respuesta de la infeccién del hongo U. maydis
M= Media general
;= Caldos nutritivos
Bj= Hibridos de maiz
afij= Interaccion entre caldos e hibridos
rk= Repeticiones

&€ijk= Error experimental

25



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Desarrollo del hongo en los caldos nutritivos

Los resultados obtenidos en cuanto a la concentraciéon de basidiosporas de U.
maydis después de 10 dias de incubacion y agitacion constante en cada uno de los
Caldos nutritivos mostré importantes diferencias, siendo los caldos PDB y CAV los
gue produjeron una mayor concentracion (25 678 000 y 19 310 000
basidosporas'-mL™, respectivamente) (Cuadro 2). El caldo CLP presentd la
concentracién mas baja con 1 224 000 basidiosporas-mL™. Estos resultados indican
que todos los caldos proveyeron las condiciones apropiadas para el desarrollo y
reproduccién del hongo U. maydis, sin embargo, los caldos nutritivos mas
apropiados para este fin, por la cantidad de esporas reproducidas fueron PDB y
CAV.

Cuadro 2. Tabla de concentracion de basidiosporas evaluados en caldos nutritivos,
para generar estructuras infectivas de U. maydis como inoculo.

Caldos nutritivos Concentracion de mL para obtener mL de agua para
basidiosporas una concentracion aforar a 100 mL
inicial de 1x10°

CN 9 260 000 10.799 89.201
PDB 25 678 000 3.894 96.106
CAV 19 310 000 5.178 94.822
CML 7 132 000 14.021 85.979
CLP 1224 000 81.699 18.301

CN= Caldo Nutritivo, PDB= Caldo de Papa, CAV= Caldo de Avena, CML= Caldo de Malta y Levadura
y CLP= Caldo de Lactosa y Peptona

4.2. Incidencia y severidad de U. maydis

Después los 15 dias de la emergencia de las plantulas se realizo la inoculaciéon
planta por planta y se mantuvo el monitoreo a diario con la finalidad de detectar
sintomas n las plantulas, y antes de la fecha programada para la primera toma de
datos (12 ddi) se comenzaron a observar algunos sintomas relacionados a la
presencia del patdgeno en las plantas. Pineda et al. (2005) indican que la evaluacion
de la incidencia y severidad de la enfermedad de U. maydis en plantulas se debe

evaluar a los 15 dias de edad, después de la emergencia, debido a que la plantula
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tiene el tamafio adecuado para poder apreciar el desarrollo de sintomas en la
misma.

Galicia (2014) menciona que los sintomas de la infeccibn de U. maydis, por
inoculacion artificial en plantulas de maiz puede apreciarse una vez que la severidad
se comienza a observar, este autor clasificd la severidad en escalas o grados del 1-
5, al inicio la severidad (siendo 1) la planta se considera sana, enseguida en la
severidad 2, las plantulas tienen sintomas de clorosis o baja presencia de
antocianinas en la lamina de una o dos hojas; en la severidad 3, existen manchas
cloréticas y produccion de antocianinas, en la lamina de al menos dos hojas; en la
severidad 4, aparece una clorosis en laminas foliares y hay deformidades iniciales
en tallo y en las hojas tres y cuatro y por ultimo la severidad grado 5, hay
deformidades severas o protuberancias menores en tallos, auricula y lamina de las

hojas tres y cuatro.

4.2.1. Incidencia de U. maydis presentada en plantulas de maiz

Los resultados obtenidos en el andlisis de varianza de la primera evaluacion de
incidencia del hongo sobre las plantulas de maiz (12 ddi), mostraron diferencias
altamente significativas (a<0.01) para los Hibridos de maiz y la interaccién entre los
Hibridos y los Caldos nutritivos; mientras que para el factor de Caldos nutritivos,
analizados en forma independiente, no presentaron diferencias significativas. Estos
resultados indican que los maices presentan diferente grado de susceptibilidad al
hongo y que al menos una combinacion entre los caldos nutritivos y los maices esta

generando una respuesta mas rapida al efecto de las esporas infectivas (Cuadro 3).

4.3 Evaluacién de la incidencia del hongo U.maydis, en las plantulas de los hibridos
de maiz.

Posteriormente se presentan los resultados y datos obtenidos del presente
experimento, dando una explicacion logica y exacta de estos para su correcta

interpretacion.
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Los resultados obtenidos en el andlisis de varianza de la primera evaluacion de
incidencia del hongo sobre las plantulas de maiz (12 ddi), muestran diferencias
altamente significativas para el factor “b” (Hibridos de maiz y la interaccion de
factores axb), mientras que para el factor “a” (Caldos nutritivos) no hubo diferencias
significativas. Estos resultados indican que los maices presentan diferente grado de
susceptibilidad al hongo y que al menos una combinacion entre los caldos nutritivos

y los maices esta generando una respuesta mas rapida.

Con respecto a los resultados anteriores, Garcia et al. (2015) mencionan que la
importancia de conocer la incidencia de una enfermedad se basa en que esa
variable provee una estimacion de la cantidad de plantas infectadas en un area
determinada, misma que se considera al evaluar los sintomas y signos
caracteristicos de una enfermedad. Por otro lado, INTAGRI (2017) menciona que la
interaccion entre la variedad (en este caso los hibridos utilizados) y el ambiente en el
gue se desarrolle el hongo son factores importantes para que éste pueda
manifestarse. En este sentido, las condiciones en las que se desarrollo el
experimento fueron estables debido a que se establecié dentro de un invernadero,
sin embargo, no se consideré el monitore6 de la temperatura durante toda la

investigacion.

Cuadro 3. Andlisis de varianza (ANOVA) de la incidencia del hongo en las plantulas
de los hibridos, a los 12 ddi con el hongo U.maydis.
Sumade Cuadrado de

FVvV DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 24  3.34909910 0.13954580 2.51 0.0005**
faca 4 0.23875427 0.05968857  1.07 0.3722N°
fach 4 0.80354570 0.20088642  3.62 0.0080**
INTER 16  2.30679913  0.14417495 2.60 0.0016**
Error 123  6.83333333  0.05555556

faca= caldos nutritivos, facb= hibridos e INTER= interaccién entre caldos nutritivos e hibridos.

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza de la segunda evaluacion de
incidencia del hongo sobre las plantulas de maiz (18 ddi), mostraron diferencias
significativas (a<0.05) para el factor Hibridos de maiz, mientras que para el factor

Caldos nutritivos y la interaccién no hubo diferencias significativas (Cuadro 3). Estos
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resultados indican que los maices presentaron una respuesta diferente a la
inoculacion del hongo. Esta respuesta es independiente del tipo de inoculo y/o cepa
inyectada.

Cuadro 4. ANOVA de la incidencia del hongo en las plantulas de los hibridos a los
18 ddi con el hongo U.maydis.
Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 24  1.30090090 0.05420420 1.06 0.3944"°
faca 4 0.03998136 0.00999534  0.20 0.9400"°
fach 4 059268513 0.14817128  2.91 0.0244*
INTER 16 0.66823441 0.04176465 0.82 0.6612"°
Error 123  6.26666667  0.05094851

faca= caldos nutritivos, facb= hibridos e INTER= interaccién entre caldos nutritivos e hibridos.

4.4 Evaluacion de la severidad del hongo U.maydis, en las plantulas de los hibridos
de maiz.

La severidad de una enfermedad es el porcentaje de dafo del total de la planta,
ademas es un parametro que refleja con precision la relacion de la enfermedad con
el dafio provocado (Lavilla et al., 2016).

Sin embargo, los resultados obtenidos en el andlisis de varianza de la primera
evaluacion de severidad del hongo sobre las plantulas de maiz (12 ddi)(Cuadro 5),
muestran diferencias significativas para el factor “a” (Caldos nutritivos) y el factor “b”
(hibridos de maiz), pero obteniendo diferencias no significativas para la interaccion,
estos resultados representan que al menos uno de los caldos y uno de los hibridos
se esta comportando de una manera distinta, ya que no esta repercutiendo en la

interaccion de éstas combinaciones.
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Cuadro 5. ANOVA de la severidad de la infeccion en las plantulas de los hibridos a
los 12 ddi del hongo U.maydis.
Suma de Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 24  32.2824324 1.3451014 2.02 0.0069**
faca 4 8.29622554  2.07405638  3.11 0.0176*
facb 4 7.65164117 191291029 2.87 0.0257*
INTER 16  16.33456573  1.02091036  1.53 0.0984"°
Error 123 81.9000000 0.6658537

faca= caldos nutritivos, facb= hibridos e INTER= interaccion entre los caldos nutritivos y los hibridos.

Independientemente con ésta primera evaluacion no se puede decidir si la hipotesis

planteada en este experimento se acepta o se rechaza.

Arenas (1998) al experimentar con Phythophthora cinnamomi evaluando los tiempos
después de la exposicion del hongo, se encontr6 que mientras mas se estaba el
hongo en contacto con la planta, mayor son los sintomas de incidencia y severidad
en la planta, este mismo autor, también inocul6é plantas con distintas edades, en

donde las mas afectadas fueron las que tenian menor edad.

Los resultados obtenidos en el analisis de varianza de la segunda evaluacién de
severidad del hongo sobre las plantulas de maiz (18 ddi), no mostraron diferencias
significativas, tanto los Caldos nutritivos como la interaccion. Pero para el caso del
factor Hibridos de maiz, si hubo diferencias significativas (a<0.05). Estos resultados
representan, que al menos uno de los hibridos se estd comportando de una manera
distinta con la caracteristica de susceptibilidad, ya que sigue siendo el Unico factor

gue muestra diferencias.

Cuadro 6. ANOVA de la severidad de la infeccion de las plantulas de los hibridos a
los 18 dias después de la inoculacion con el hongo U. maydis.

Sumade Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-vValor Pr>F
faca 4 2.20240758 0.55060189 0.80 0.5303“°
facb 4 7.66070012 1.91517503 2.77 0.0304*
INTER 16 17.94274816 1.12142176  1.62 0.0730"°
Error 123 85.1333333 0.6921409

faca= caldos nutritivos, facb= Hibridos e INTER= interaccién entre caldos nutritivos e hibridos.
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Asi mismo, los resultados obtenidos en el andlisis de varianza de la tercera
evaluacion de severidad del hongo sobre las plantulas de maiz (24 ddi) (Cuadro 7),
no muestran diferencias significativas para el factor “a” (Caldos nutritivos), mientras
gue ahora las diferencias fueron altamente significativas para el factor “b” (hibridos

de maiz) y significativas para la interaccion.

Cuadro 7. ANOVA de la severidad de la infeccién de as plantulas de los hibridos a
los 24 ddi con el hongo U. maydis.
Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
faca 4  0.76961108 0.19240277  0.93 0.4497"°

facbh 4 2.97982890 0.74495722 3.60 0.0083**
INTER 16 6.42361938 0.40147621 1.94 0.0229*

Error 121 25.06666667 0.20716253

faca= caldos nutritivos, facb= hibridos e INTER= interaccién entre caldos nutritivos e hibridos.

En comparacion con los datos de severidad anteriores, se dio a entender que en la
tercera toma de datos de severidad la susceptibilidad de los maices seguia siendo

distinta aun después de la infeccion.

Ademas, los resultados obtenidos en el analisis de varianza de la cuarta y dltima
evaluacion de severidad del hongo sobre las plantulas de maiz (30 ddi) (Cuadro 8),
no muestran diferencias significativas para el factor “a” (Caldos nutritivos) y mientras
que se mantienen los resultados anteriores siendo para el factor “b” (hibridos de
maiz) diferencias altamente significativas y significativas para la interaccién, estos
resultados representan los hibridos se estan comportando de una manera distinta
durante el desarrollo de la infeccién, incidiendo estos resultados directamente en la

interaccion.

Cuadro 8. ANOVA de la severidad dela infeccion en las plantulas de los hibridos a
los 30 dias después de la infeccién con el hongo U.maydis.
Sumade Cuadrado de

Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr>F
Modelo 24 13.55159817 0.56464992 3.48 <.0001**
faca 4 0.67803496  0.16950874 1.04 0.3871"°
facb 4 7.68546798  1.92136700 11.84 <.0001**
INTER 16 5.18809524  0.32425595 2.00 0.0182*
Error 121 19.63333333  0.16225895

faca= caldos nutritivos, facb= hibridos e INTER= interaccién entre los caldos nutritivos e hibridos.
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4.5 Prueba de medias de Tukey al 95%.

Después de concluir las evaluaciones de incidencia (dos evaluaciones) y severidad (cuatro
evaluaciones), se realiz6 un analisis de comparacién de medias de Tukey (P=0.05), dicho
andlisis identifico diferencias estadisticas entre los maices utlizados en las dos
evaluaciones, en tanto que para los caldos nutritivos no mostro diferencias. En cuanto a las
variables de severidad, el analisis de comparacion de medias mostré diferencias claras para
el factor “b” (hibridos de maiz) en las cuatro evaluaciones, mientras que para el factor caldos
nutritivos las diferencias Gnicamente se presentaron en la primera evaluacién de severidad
(SEV1) (Cuadro 9).

Cuadro 9. Prueba de medias de Tukey al 95%, aplicado a todos los caldos nutritivos
e hibridos de maiz, tomando en cuenta la incidencia y la severidad del hongo

U.maydis.

VARIABLE INC1 INC2 SEV1 SEV2 SEV3 SEV4
CN 1.033 a 1.066a 2.466ab 2.633a 3.172a 3.413a
CML 1.100 a 1.033a 2.633ab 2.466a 3.233a 3.300a
PDB 1.137 a 1.0682 2.172b  2.344a 3.24l1a 3.275a
CLP 1.068 a 1.0342 2.862a 2.344a  3.069a 3.310a
CAV 1.033a 1.0662 2.733ab 2.600a 3.275a 3.448a
Sorento 1.103ab 1.034ab 2.586ab 2.827a 3.310a 3.724a
Antilope 1.206 a 1.1722 2.137b  2.172b  3.103ab  3.103c
Aquiles 1.033 b 1.066 ab 2.666ab 2.300ab 2.965b 3.137c
A-7573 1.000 b 1.000b 2.833a 2.600ab 3.275ab 3.482ab

Berrendo 1.033b 1.000b 2.633ab 2.500ab 3.333a 3.300bc
CN= Caldo Nutritivo, CML= Caldo de Malta y Lactosa, PDB= Caldo de papa, CLP= Caldo de Lactosa
y Peptona, CAV= Caldo de Avena, INC1= Incidencia a los 12 dias después de la inoculacién, INC2=
Incidencia a los 18 dias después de la inoculacion, SEV1= Severidad del hongo hacia la plantula del
hibrido a los 12 dias de inoculacién, SEV2= Severidad del hongo hacia la plantula del hibrido a los 18
dias de inoculacién, SEV3= Severidad del hongo hacia la plantula del hibrido a los 24 dias de
inoculacién y SEV4= Severidad del hongo hacia la plantula del hibrido a los 30 dias de inoculacion.

4.5.1Evaluacion de la prueba de medias entre los caldos nutritivos utilizados.

Con el andlisis de comparacién de medias Tukey (P=0.05) fue posible comprobar
gue no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los caldos nutritivos
para la variable “incidencia” en la primera y segunda evaluacion, las medias tuvieron
un rango de variacion desde 1.03333 hasta 1.06897, respectivamente (Cuadro 9).
Este resultado sugiere que todos los caldos nutritivos manifestaron sintomas en las

plantulas de los cinco hibridos de maiz por la infeccion del hongo.
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Méndez-Lopez (2014) evaluaron la incidencia del hongo U. maydis inoculado jilotes
de 12 hibridos de maiz y obtuvieron un 70% como el mayor valor; mientras que al
compararlo con inoculaciones en plantulas de cinco hibridos, se presenté una
incidencia del 100%.

Aguayo (2016) experimento con tres dosis diferentes de concentraciones, en donde
las tres presentaron incidencias en la mazorca inoculada con el hongo U. maydis,
pero como era de esperarse, la concentracion que causé mas severidad y como
consecuencia mas rendimiento de huitlacoche fue el inoculo que estaba mas

concentrado, siendo de 2.5x10° basidiosporas-mL™.

No obstante, se observd la presencia de diferencia estadisticas entre caldos
nutritivos para la primera toma de datos de la severidad, En esta variable fue el
caldo CLP el que presento la mayor severidad con 2.8621, seguido por CAV
(2.7333) y CML (2.6333), distinta a los otros, dicho resultado pudo ser porque el
hongo que se crecio en este caldo nutritivo tardd mas en infectar a las plantas dando
como consecuencia que el rango de tiempo en el que los sintomas aparecieran
aumentaran también, pero al termino pudo establecerse la enfermedad causando los
mismos dafos que los demas. Mientras que, para el resto de las evaluaciones de la
severidad, no hubo diferencias entre ninguno de los caldos nutritivos, estando las
medias entre los rangos en SEV2 de 2.6333 y 2.3448, en SEV3 de 3.2759 a 3.069 y
en SEV 4 de 3.4483 a 3.3 respectivamente.

Méndez L. et al. (2018) en su cartel, reportaron que experimentaron con 3 de los 5
caldos nutritivos utilizados en este experimento y obtuvieron como resultado que
todos los caldos utilizados (CN, CAV y PDB) fueron buenos para desarrollar e
incrementar las basidiosporas de U. maydis proveyendo ademas, las condiciones

adecuadas para la conservacion de cepas.
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4.5.2 Evaluacion de la prueba de medias en los hibridos de maiz.

En la misma prueba de comparacion de medias (Cuadro 9), se analizaron los
hibridos utilizados; el hibrido “antilope” fue el que presenté el mayor grado de
incidencia a los 12 y 18 dias con medias de 1.2069 y 1.17241 respectivamente,
seguido de Sorento con medias de 1.10345 para la incidencia inicial y 1.03448 para
la incidencia final. Sin embargo, los demas hibridos también presentaron los

sintomas, pero en menor grado de severidad.

Lo anterior se debe al grado de susceptibilidad o de resistencia de los mismos, ya
gue no todos tienen la misma base genética, no estan hechos para las mismas
condiciones ambientales y/o atmosféricas y mucho menos para soportar cualquier

tipo de estres.

En este sentido, Martinez et al. (2000) probd la virulencia del hongo U. maydis y
concluyeron que la variabilidad en la incidencia en la planta es debido a que el
hongo después de ser inoculado no se encontraba en las condiciones adecuadas
para su desarrollo, las cuales en este experimento no pudieron ser monitoreadas ya
gue no se considerd el monitoreo de la temperatura debido a que la investigacion se
condujo dentro de un invernadero, espacio en el cual se consideré que mantenia las
condiciones adecuadas para la incubacion y desarrollo del hongo, pudiendo ser una

causa importante del comportamiento de la incidencia a lo largo del experimento.

Ademas, el grado de severidad fue muy variable a lo largo del experimento, siendo
en la primera evaluacion el hibrido A-7573 el mas afectado seguido por Aquiles,
Berrendo, Sorento y Antilope con medias de 2.8333, 2.6667, 2.6333, 2.5862 y
2.1379, respectivamente. Sin embargo, en las evaluaciones de severidad 2, 3y 4 el
gue presentd mayor susceptibilidad fue Sorento habiendo una correspondencia entre
el hibrido y los caldos nutritivos, seguido por el material A-7573, Berrendo, Aquiles y
Antilope con las medias 3.7241, 3.4828, 3.3, 3.1379, 3.1034 respectivamente.
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Méndez-Lopez et al. (2014), en un experimento donde probaron la susceptibilidad de
maices hibridos también probaron el maiz A-7573, el cual en ese experimento fue
uno de los que present6 mayor grado de severidad, por lo que es un buen material

para evaluar la patogenicidad y la severidad de cepas de huitlacoche.

35



5. CONCLUSIONES

Los medios de cultivo liquidos o caldos nutritivos son una alternativa para el
crecimiento, desarrollo y aumento de basidiosporas del hongo U. maydis

manteniendo su patogenicidad.

Todas las formulaciones de los caldos nutritivos utilizados presentaron desarrollo del
hongo, sin embargo, los caldos PDB y CAV fueron los que produjeron una mayor
concentracién (25 678 000 y 19 310 000 basidosporas. mL™, respectivamente) por lo

gue se consideran los mas aptos para la reproduccion de U. maydis.

Los cinco caldos evaluados provocaron sintomas de incidencia y severidad similares

en las plantulas de los cinco hibridos de maiz utilizados.

Todos los hibridos de maiz utilizados manifestaron sintomas de incidencia y
severidad en diferente grado, por lo que cada uno manifiesta una susceptibilidad
diferente a la inoculacién con U. maydis. Sin embargo, los que presentaron mayor

grado de severidad fue Sorento, seguido del A-7573.
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