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RESUMEN

Huitlacoche o cuitlacoche es el nombre que se le da a las agallas o tumores que
se forman en la mazorca del maiz por la accion del hongo Ustilago maydis. En la
actualidad, la produccion de huitlacoche que se consume y comercializa en
nuestro pais, es producido por infecciones naturales y al azar dando como
resultado un producto no homogéneo en cuanto a composicion quimica y

caracteristicas fisicas, lo cual repercute en la calidad del producto.

Las investigaciones actuales dirigidas a Ustilago maydis en el Instituto Tecnologico
de Sonora (ITSON) se enfocan a la evaluacion de técnicas para el aumento de la
produccion de huitlacoche, mediante la infeccién inducida. En base a lo anterior
se planted la presente investigacion cuyo objetivo fue evaluar cepas locales de

Ustilago maydis para la produccién masiva del huitlacoche.

Los experimentos se llevaron a cabo en los laboratorios de la Direccion de
Recursos Naturales del ITSON de Cd. Obregén y en los terrenos del campo

experimental ITSON ubicado en la manzana 204 del Valle del Yaqui.

En la presente investigacion se evaluaron seis cruzas (Az - Ag, Ag - A4, Ag- A3, As
— Ag, Y Asz- Ajg) y dos cepas individuales (solopatogénicas) (Ag y A14) de Ustilago
maydis, seleccionadas de un trabajo previo| Dicho material fue aislado de

muestras de diferentes puntos de Valle del Yaqui donde se presentaron

infecciones naturales.

La semilla de maiz utilizada en este estudio fue el hibrido A-7573. La siembra se

efectud terreno seco y se utilizo el sistema de riego por gravedad. La inoculacién

A
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Resumen

del hongo se llevé a cabo a los 53 dias después de la siembra, efectuandose en el
centro de la mazorca al inicio de la fecundacién, utilizandose un in6culo con

concentracion de 2.5 x 10° células / mililitro de cada una de las cepas.

La cosecha del huitlacoche se realiz6 entre 19 y 30 dias después de la
inoculacion. Se determind el porcentaje de plantas con infecciéon, el grado de
cubrimiento de mazorcas con huitlacoche, el rendimiento de huitlacoche

comercializable en mazorcas, el rendimiento de huitlacoche limpio (sin mazorca) y

T . . ., , ., P , . _ - Comentario [LCE2]: No es
el indice de severidad de la infeccion; ademas se realizo el analisis bromatologlcoL - ){necesario especificarlos.

al huitlacoche obtenido de las cepas que presentaron los mas altos niveles de

infeccion.

Los mejores resultados se obtuvieron con la cruza A; - Ao, Ya que presento los
mas altos niveles en cuanto a: porcentaje de infeccion (56.47%), mazorcas con
cubrimiento de 51-100% de huitlacoche (100 %), rendimiento de mazorcas
comercializables(3,815.49 Kg / ha), rendimiento de huitlacoche limpio (2,070 Kg /
ha), indice de severidad de la infecciébn (70.48). En cuanto al andlisis
bromatol6gico del huitlacoche producido con esta misma cruza, el andlisis arrojé
los resultados siguientes: humedad 88.61%, ceniza 4.87%, grasas 3.40% vy
proteina 12.43 %. Con lo anterior se concluye que la cruza As-Aip resulto ser la

mejor para ser utilizada en la produccién masiva de huitlacoche.



I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes.

En México el consumo de huitlacoche como alimento se ha dado desde la época
de los aztecas; éstos recolectaban las agallas formadas en la mazorca del maiz
producto de la infeccion natural del hongo Ustilago maydis sobre la planta. En la
actualidad la produccion de huitlacoche se presenta bajo las mismas
circunstancias, dando como resultado un producto no homogéneo, en cuanto a

composicién quimica y caracteristicas fisicas principalmente.

Por lo anterior, las investigaciones actuales dirigidas a Ustilago maydis se

enfocan a la evaluacion de técnicas para el aumento de la productividad de
huitlacoche, respecto a la productividad que se obtiene con infeccion natural,

mediante la infeccién inducida.

Investigaciones realizadas en el Valle del Yaqui reportan una gran cantidad de
datos y parametros Utiles para el control del cultivo de huitlacoche. También se
han aislado y evaluado cruzas de cepas adaptadas a las condiciones de la region.
La importancia de la evaluaciéon de cruzas y cepas Ustilago maydis radica en la
capacidad patogénica que éstas presentan con su hospedero. De ahi que las
cruzas o cepas solopatogénicas (cepas que sin cruzarse con otras provocan
enfermedad) que presentan altos niveles de patogenicidad seran aptas para ser

utilizadas en la produccion masiva de Huitlacoche.

individuales (solopatogénicas) de Ustilago maydis, seleccionadas de un trabajo
previo, en el cual se les evalu6 su compatibilidad y patogenicidad. Dicho material

fue aislado de diferentes puntos de Valle del Yaqui donde se presentaron

.
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Introduccion

infecciones naturales. La inoculacion del hongo se efectu6 al inicio de la
fecundacion del maiz, en el centro de la mazorca, debido a que en estudios
anteriores se ha demostrado que, bajo estas condiciones, se obtienen los mejores
resultados. El objetivo de este estudio fue evaluar cepas locales de Ustilago

maydis para la produccién masiva del huitlacoche.

1.2 Planteamiento del problema

En 1997 se iniciaron las investigaciones enfocadas a la produccién masiva de
huitlacoche por parte de algunos investigadores del Instituto Tecnoldgico de
Sonora (ITSON). Producto de esas investigaciones se ha logrado la recopilacién
de informacién necesaria para el establecimiento de un sistema de producciéon en
la region del Valle del Yaqui. Publicaciones relacionadas con la forma y lugar de
inoculaciéon de mazorcas, tiempo 6éptimo de fecundaciéon de maiz para efectuar la
inoculacion, fertilizacion y densidad de plantas del cultivo de maiz son algunas

contribuciones para el establecimiento de dicho sistema.

Sin embargo, existe poca informacion referente a las cepas de Ustilago maydis
aisladas de infecciones naturales en el valle del Yaqui ya que, desde el afio de
1999 en el ITSON, las investigaciones para la inoculacion artificial del hongo se
han realizado con base a una sola cruza. Por lo anterior, resulta conveniente la
evaluacion de distintas cepas locales para buscar nuevas alternativas que

conduzcan a la produccién masiva del hongo con un maximo de rendimiento.

1.3Justificacién

El huitlacoche es un alimento tradicional mexicano que presenta atractivas
propiedades nutritivas y un exquisito sabor caracteristico, ademas de una
excelente cotizacion en el mercado. En lo que respecta a las propiedades
nutritivas, el huitlacoche contiene proteinas de muy buena calidad, minerales,

vitaminas y compuestos antioxidantes que lo hacen un alimento nutracéutico.



Introduccion

Ademas se caracteriza por ser bajos en calorias, sodio y grasa. De esta ultima
aproximadamente el 70% del total son acidos grasos esenciales ademas
alrededor del 90 % de la composicion de huitlacoche es agua. Todas las
caracteristicas antes mencionadas colocan al huitlacoche como un alimento
especialmente util para el consumo en dietas reductoras de peso y dietas

vegetarianas (Paredes y col., 2000; Paredes, 2001).

Resulta sorprendente la buena cotizacion que el huitlacoche, también llamado
“caviar azteca”, tiene en el mercado. Haciendo una comparacién con el elote, ya
sea procesado (granos) o en fresco (mazorcas), el huitlacoche en cualquiera de

sus presentaciones alcanza precios mucho mas elevados, ver tabla 1.

Tabla 1. Comparacion de precios entre elote y huitlacoche en el mercado local.

PRODUCTO PRESENTACION PRECIO
(=516
Elote en grano “Del fuerte” Lata 2159 $4.65
Elote en grano “Del Monte” Lata 215g $5.30
Huitlacoche “Monte blanco” Lata 2159 $25.50
Huitlacoche “San Miguel” Lata 2159 $19.90
Agallas de huitlacoche fresco Kilogramo $132.90
Elote mazorca Kilogramo $2.00

Fuente: Clavero, 2004

La popularidad y demanda del huitlacoche, en México y en el extranjero va en
aumento dia con dia. Sin embargo la produccién de huitlacoche para la

comercializacién nacional y de exportacion se limita a la infeccion natural del

.| Comentario [LCE6]: No es
- claro

insuficiente para cubrir la creciente demanda. Asi que la busqueda de cepas o
cruzas que presenten altos rendimientos resulta necesaria para que, aunado con
las investigaciones previas, se logre tener un control en la produccion de

huitlacoche en el pais. en nuestro pais
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Dadas las condiciones de la agricultura que prevalecen en el Valle del Yaqui, la
siembra de maiz para la produccién de huitlacoche presenta ventajas. Segun
Clavero (2004), la ventaja de sembrar maiz para la produccién de huitlacoche
radica en que sélo se requiere llegar hasta elote, por lo que se reduce el ciclo del
cultivo a la mitad, y se ahorra agua de riego, se desocupa el terreno mas rapido o
se pueden programar 2 o 3 cosechas por afio, lo cual repercute directamente en la

mejora de la economia del productor.

1.4 Objetivos

General

Evaluar cepas locales de Ustilago maydis para la producciéon masiva del

huitlacoche.

Especificos

@ Evaluacion de la produccion de huitlacoche mediante el porcentaje de

infeccion, cubrimiento de mazorcas con agallas, rendimiento e indice de

severidad de la infeccion.

@ Comparar la composicibn bromatolégica de agallas de huitlacoche

provenientes de diferentes cepas



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Ustilago maydis (DC) Corda.

Los hongos Ustilaginales constituyen un grupo importante de patdgenos, los
cuales producen una gran variedad de enfermedades en plantas
monocotiledéneas. Estos patégenos poseen el potencial de causar severas
epidemias y pérdidas econdmicas cuantiosas, aun cuando se dan tratamientos
quimicos a las semillas y a las plantas, la existencia de cultivares parcialmente
resistentes y los diferentes métodos de cultivo empleados. Se pueden mencionar
varios hongos Ustilaginales patégenos como: Ustilago maydis, U. hordei, U. nuda,
U. niagra, Tilletia indica, T. Caries (Martinez y Ruiz, 1998).

Ustilago maydis es el causante de la enfermedad denominada carbén comuan del
maiz. Dicho hongo es un patdgeno especifico que infecta solamente al maiz (Zea
mays) y teosintle (Zea mexicana) este ultimo considerado el ancestro del maiz
las regiones maiceras del mundo, pero con mas problemas, por dafios severos
causa en climas templados y hUmedos que en los calientes y humedos (Reyes,
1990). Generalmente se acepta que U. maydis es nativo del hemisferio occidental

1995).

Este hongo se caracteriza por la presencia de tumores o agallas formadas en las
partes aéreas de la planta: espiga, hoja, mazorca y tallo. Las agallas formadas en
la mazorca del maiz son llamadas cominmente huitlacoche y en México se

consumen como alimento desde la época prehispanica (figura 1).

A

e
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Figura 1. Mazorca con agallas producidas por la infeccién de Ustilago maydis.

2.1.1 Clasificacién Taxondmica

Existe una diversidad considerable de literatura sobre el uso de nombres
botanicos que se le han dado al organismo causante del carbén comin de maiz.
En 1760, este organismo fue llamado Lycoperdon zeae en un documento
anonimo. Mas tarde Beckmann también lo llam6 Lycoperdon zeae en base al
parecido a las esporas de Lycoperdon genus. En 1805, De Candolle llamé a este
hongo Uredo segetum. En 1808, fue llamado Ustilago. Después, en 1815, fue
nombrado Uredo maydis. En 1836, Unger us6 el nombre de Ustilago zeae. En
1944, Stevenson y Jonson declararon que Ustilago maydis (De Candolle) Corda
(Ustilago zeae, Beckmann, Unger) es el nombre binomial correcto, de acuerdo con

las reglas botanicas de nomenclatura (Valverde y col., 1995).

Dentro del reino Myceteae, Ustilago maydis pertenece a la division
Amastigomycota, que incluye a los hongos verdaderos (tabla 2). La clase
Basidiomycete estd formada por parasitos de plantas, con esporas de pared
gruesa que pueden resistir largos periodos de tiempo sin germinar. Atacan
principalmente a las estructuras reproductoras de las plantas pero se les puede

encontrar en cualquier parte aérea de la planta: afecta a gran nimero de
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Angiospermas, aunque en general, cada especie tiene un limitado rango de
hospederos. Cominmente se les llama Basidiomycetes levaduriformes porque
crecen como levaduras en diferentes medios de cultivo en el laboratorio, es decir
gue presenta dimorfismo. En general, estos hongos tienen pocos caracteres
morfolégicos que se pueden usar como criterios taxondémicos o de separacion. La
especificidad sobre el hospedero junto con contados caracteres morfologicos, es
lo que se ha utilizado tradicionalmente para separar las 1100 especies que se han

descrito en el genero Ustilago. Las caracteristicas sobresalientes y tipicas de la

1999).

y que presentan teliosporas lisas, con espinas o reticuladas (Paredes y Col.,

Tabla 2. Clasificacién taxonémica de Ustilago maydis (DC) Corda

TAXON CARACTRERISTICAS

Reino Fungi o Mycetae

No poseen clorofila.
Alimentacion por absorcion.
Eucariontes.

Pluricelulares.

A

Divisién Amastigomycota

Hongos que perdieron el estado movil.
No se adaptan a sistemas acuaticos.
Producen mucho micelio.

Hifas septadas a aseptadas.

Subdivisién Basidiomycotina

Producen basidios y basidiosporas.
Estado diploide muy corto ( basidio).
Estado dicariético muy prolongado.
La mayoria heterotalicos.

Clase Basidiomycete
Subclase Teliomycetidae

Parasitos de plantas.

No forman basidiocarpo.

Forman esporas de resistencia con pared
ruesa.

@ Las esporas estan en grupos ( soros ).
@ Hongos cominmente conocidos como
carbones.

0000000000000 0O

Q

Orden Ustilaginales

@ Atacan principalmente las estructuras
reproductoras.

@ Producen poco micelio.

@ Promicelio septado transversalmente.

Q@ Basidiosporas terminales y transversales.

@ Soros o agallas con teliosporas café obscuros
0 negras.

Género Ustilago

@ Atacan a plantas de importancia econémica
(avena, trigo, cebada, arroz).
@ Teliosporas lisas, con espinas o reticuladas.

Especie maydis

@ Ataca al maiz y al teosinte.

Fuente: Ainswoth, 1993.
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Recientemente U. maydis ha llegado a ser un modelo interesante y ampliamente
usado para el estudio de ciertos aspectos fundamentales en biologia Este modelo
resulta atractivo tanto para los investigadores como para el arte culinario (Martinez
y Ruiz, 1998).

Kahmann (2002) dice que Ustilago maydis es uno de los modelos mas importantes
en fitopatologia molecular, ya que este hongo es muy facil de cultivar e investigar
en laboratorio y en invernadero, ademas, se pueden lograr varios experimentos en
pocas semanas, lo que con otros hongos tomaria meses. A través de este modelo
se espera poder explicar la interrelacion entre patégenos y plantas, pues se
asume que lo que se aprenda de Ustilago puede extrapolarse a otras

enfermedades fangicas mas dificiles de estudiar.

2.1.2 Morfologia

Segun Valverde y col., (1995), U. maydis presenta tres formas en su ciclo de vida

las cuales muestran diferentes condiciones nucleares:

1. Basidiospora o esporidia. Estas esporas son tipicamente haploide, hialinas,
fusiforme y elongadas en la base; se producen por germinacion de la teliospora y
se reproducen por gemacion. Esta forma es saprofitica y puede ser cultivada en

medios de cultivo sintético observandose su crecimiento en forma de levadura.

2. Micelio dicariético. El micelio dicaridtico resulta de una fusién de lineas
haploides compatibles. Este micelio es parasito e inicialmente binucleado. Ataca

a las zonas meristematicas de la planta.

3. Teliospora. La teliospora es el estado diploide y esta contenida dentro de las
agallas. La teliospora sufre meiosis y produce células haploides con forma de
levadura. Dichas esporas pueden hibernar por largos periodos de tiempo y

presentan la forma esférica o elipsoidal (Paredes y col., 2000).
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2.1.3 Ciclo bioldégico

Ustilago maydis exhibe un ciclo de vida complejo y necesita a su hospedero
natural, maiz, para completarlo. La figura 3 muestra el ciclo de vida de U. maydis
y se aprecia la invasion del hongo en una mazorcas de maiz, aunque se sabe que
puede afectar a cualquier parte aérea de la planta y su mecanismo biol6gico para
inducir la infeccién es el mismo. Se dice que las agallas formadas en los elotes
son las mas prominentes y por lo tanto las que resultan ser aptas para la

produccion masiva de este hongo comestible.

medio de los dos loci de apareamiento y otros genes, proporciona una serie de
desafios en la biologia, genética y bioquimica de la célula. El hongo puede existir
en dos estados: patogénico y no patogénico. El cambio de un estado a otro va
acompanado por cambios en la morfologia (levadura o filamento) y las

1995; Banuett y Herskowitz, 1994).

El ciclo natural del hongo U. maydis da inicio con la liberacién de las teliosporas,
por su naturaleza polvosa pueden permanecer en el aire durante todo el afio;
también se pueden encontrar en el suelo de cultivo, en los granos y ser
transportada por la lluvia y por el estiércol cuando se alimenta al ganado con
plantas infectadas. Las teliosporas poseen una pared celular gruesa es por eso
gue presenta resistencia a condiciones adversas del tiempo permitiéndole el
estado de latencia durante largos periodos de tiempo. Cuando encuentra
condiciones ambientales favorables la telioepora germina. Primeramente ocurre
una divisién meidtica produciendo células haploides y a partir de estas células se
generan otras, por el proceso de gemacioén, formando asi el promicelio hapliode

tabicado.

.
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Cada una de las células que conforman el promicelio se separan formando la
basidiospora hialina, ovalada y nucleada. La basidiospora germina sobre la
superficie del hospedero y produce una hifa fina que en ocasiones muere ya que
por si sola no tiene efecto patogénico. Sin embargo si dicho micelio se encuentra
con otro producido por una basidiospora de tipo apareamiento compatible se unen
(plasmogamia) formando asi el micelio dicariético. El dicarion es la forma
patégena y parasita del hongo. Cominmente en una infeccion natural en la
mazorca, las basidiosporas penetran a esta mediante los estigmas. Los tejidos del
hospedero en contacto con el micelio sufren hipertrofia e hiperplasia culminando
en la formacion de agallas o tumores. Cada agalla es producto de una infeccion
separada. En la agalla se lleva a cabo la cariogamia, o fusién de nulcleos, para la
formacion de la teliospora, se dice que en cada agalla se encuentran miles de
teliosporas. Finalmente la membrana de la agalla se rompe y las teliosporas son

liberadas dando inicio nuevamente el ciclo de vida de Ustilago maydis.

La figura 2 muestra los estados genéticos que presenta U. maydis en su ciclo de

vida y procesos involucrados en la transicion de un estado a otro.

Haploide

Basidiospora
(n) \
/\Aeiosis Plasmogﬂiil

Diploide ¢ Cariogamia ‘ Micelio
Teliospora Dicariotico
(2n) (n+n)

Fuente: Banuett y Herskowitz, 1988.

Figura 2. Estados nucleares en el ciclo de vida de U. maydis y procesos

involucrados en la transiciéon de un estado a otro.
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Fuente: Agrios, 1991
Figura 3.Ciclo de vida de Ustilago maydis.
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2.1.4 Control genético de lareaccion de apareamiento

Los factores genéticos que gobiernan el comportamiento sexual de los hongos
se han llamado loci de incompatibilidad (Holliday, 1961, citado por Paredes y
col., 2000). En U. maydis la compatibilidad esta gobernada por dos loci: el locus

a con dos alelos y el b por lo menos con 25 alelos (Paredes y col., 2000).

Se ha demostrado que el locus a gobierna el apareamiento y la fusién de cepas
compatibles (Trueheart y Herskowitz. 1992, citados por Martinez y Ruiz 1998).
Solamente aquellas células que poseen diferentes alelos pueden fusionarse
(Martinez y Ruiz, 1998). Sin embargo Banuett y Herskowitz (1988) propusieron
que este locus también regula algunos de los procesos que se presentan
después de la unién de las cepas compatibles, como son la estabilidad del
dicarion y/o el crecimiento de filamento dicariético. También se ha postulado que
este locus controla el vigor y la estabilidad del filamento dicariético y que el locus
b no es importante en los pasos tempranos de la formacion del mismo. Al clonar
el locus a se reportd que el genoma haploide contiene una copia de al o a2 con
segmentos de DNA no homélogos limitados por secuencias de nucle6tidos
similares. Ademas se concluy6 que los alelos de a son idiomérficos. Cada alelo
codifica para dos componentes en una ruta de feromonas: un factor de
apareamiento o feromona mfal y mfa2 que contienen un marco de lectura
abierto (MLA) de 40 aminoacidos, y el receptor de cada feromona (pral y pra2),
los cuales codifican polipéptidos que contienen siete  dominios
transmembranales. Asi el alelo al codifica una feromona de 13 aminoécidos,
mientras que a2 de nueve aminoacidos. Los precursores de ambas feromonas
contienen un grupo conservado de cinco aminoacidos en el amino terminal

(Froelieger y Leong, 1991 citados por Paredes y col., 2000).

En relacién a el locus b se ha propuesto que regula el crecimiento de la hifa, la

Cada alelo del locus b consiste de dos genes, designados bE y bW, los cuales

. -1 Comentario [LCE13]: Falta
un espacio




Revisidn de literatura

codifican para dos diferentes polipéptidos bE para el de 410 aminoacidos y bW
para el de 626 aminoacidos (Martinez y Ruiz, 1998). Schulz y col., (1990),
citados por Paredes y col., 2000, clonaron y analizaron cuatro alelos de b y
reportaron que un MLA de 410 aminoacidos, llamado mas tarde bE, era el
responsable de la actividad de b. El gen bE tiene una porcion amino-terminal
variable de 120 aminoacidos y una regidn carboxi-terminal constante.
Posteriormente se reportd el gen bW, el cual codifica para una proteina de 626
aminoacidos que presenta una organizacidon similar a bE, tiene una regién
amino-terminal variable de 130 aminoacidos y una regién carboxi-terminal
conservada. El heteromultimero bE-bW funcional parece ser un regulador
positivo de genes para el crecimiento filamentoso del hongo y la induccion de

agallas (Schulz y col., 1990 citados por Paredes y col., 2000).

Por otro lado, se han identificado otros genes que intervienen en la
patogenicidad de U. maydis : fuzl y fuz2 son necesarios para la formacion de la
hifa filamentosa en un medio nutritivo; fuzl se necesita para la induccion del
tumor y fuz2 para la germinacion de la teliospora. Estos genes no presentan
ligamento con a o b. El gen rft puede ser un regulador negativo de la induccion
del tumor y esta ligado al gen b (Banuett, 1992, citado por Paredes y col., 2000).
Banuett y Herskowitz (1994) reportaron el gen fuz7 que interviene en procesos
tales como: formacién del tubo de germinacion, formacion y mantenimiento del
filamento, induccién del tumor y germinacion de la teliospora. Este es el primer
gen distinto al locus b que se necesita para la patogenicidad del hongo (Paredes
y col., 2000).

2.1.5 Sefales quimicas

Kahmann (2002), reportd que las esporidias secretan feromonas para inducir a
otras células fungicas, las cuales constantemente estan alertas a las substancias
atrayentes emitidas por sus potenciales parejas. Las dos células pueden

fusionarse si el receptor, en una de ellas ( “la antena de la feromona” ) es atraida
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por la sefial de la feromona de la otra. De esta manera se previene el
entrecruzamiento, pues solo las esporidias genéticamente diferentes pueden
fusionarse. Después de recibir la sefial correcta de la feromona, las células
empiezan a producir una estructura filamentosa (hifa haploide) dirigida
directamente hacia su pareja. Si estos tubos se encuentran, las dos células se
fusionan para formar una nueva célula. Cuando las células se fusionan, el
comportamiento del hongo cambia radicalmente: en vez de dividirse por
gemacion, las células se desarrollan como un verdadero micelio, el cual crece en
la superficie de la planta de maiz. Mientras que la parte superior del filamento
crece, el citoplasma se retira de la parte posterior, dejando un tubo hueco. Es en
éste estado cuando Ustilago maydis busca un sitio débil de la planta para
invadirla, al encontrarlo, una vez dentro de la hoja, la mazorca o las espigas del
maiz, la hebra fungica se desarrolla faciimente hasta formar una red densa,

tomando agua y nutrientes de los tejidos de la planta.

U. maydis no mata a su hospedero (si estd en etapa adulta), puesto que la
planta de maiz le provee el suplemento alimenticio, en vez de eso, el hongo
debe imitar las sefiales hormonales de la planta, asegurando de este modo la
proliferaciéon del tejido el cual, por ejemplo, habilita a la mazorca a hincharse
muy por arriba de su talla normal. En estos tumores el hongo encuentra un
ambiente ideal para su reproduccion. Inicialmente, aun en este estado, todas las
células presentan dos nucleos separados. Es solo después cuando ambos
nlcleos se fusionan para completar el proceso de cruza. Subsecuentemente las
células dividen los fragmentos de hebra, y nuevas esporas se diferencian de los
fragmentos. El tumor por su parte, se seca y se desintegra, permitiendo que las
esporas sean arrastradas y llevadas por el viento a su préximo hospedero
(Kahmann, 2002).

2.1.6 Tipos deinfeccion y sintomatologia

La infeccion es generalmente local y no sistémica; apareciendo agallas en

cualquier parte aérea de la planta: tallo, espigas, hojas y mazorcas. Mientras
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estén disponibles los tejidos suculentos y meristematicos, las plantas de maiz
son susceptibles a nuevas infecciones. Las plantas jovenes son particularmente
susceptibles y pueden tener una alta mortalidad durante la infeccién (Valverde y
col., 1995).

2.1.6.1 Infeccion haploide

Aunque la hifa haploide puede penetrar los tejidos del hospedero, su crecimiento
es limitado y es un parasito muy débil. Ademas de que no induce la formacion de
tumores ni el desarrollo de teliosporas. La infeccion en plantulas de maiz con
cepas haploides provoca distorsiones en la morfologia de la planta, reduce la
elongacion de las hojas y los vastagos, incrementa su diametro basal, reduce el
peso y aumenta la produccion de etileno. La cantidad de crecimiento haploide y
el nivel de distorsién del hospedero depende de la linea de U. maydis. Algunas
lineas haploides inducen rizado y distorsién del hospedero similares a la

infeccion normal (Banuett y Herskowitz, 1988; Valverde y col., 1995).

2.1.6.2 Infeccidon diploide

Probablemente la infeccidon diploide ocurre en la naturaleza como resultado del
fracaso de la teliospora al no llevar a cabo la primera division meidtica en el
proceso de germinacion; o bien, que dos de los nucleos haploides se fusionen
después de la meiosis formando un nudcleo diploide. Las células diploides
exhiben algunas caracteristicas de haploides y dicaridticas: en algunos medios,
forman colonias levaduriformes compactas y se reproducen por gemacion. En
otros medios (p.e. agar carbdn nutritivo) presentan un crecimiento filamentoso.
Cuando la planta es infectada por una cepa diploide produciéndose agallas y
teliosporas, se dice que son cepas solopatogénicas (Banuett y Herskowitz,
1988).
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2.1.6.3 Infeccidn dicari6tica

La forma dicariética flamentosa es el estado patogénico de U. maydis (Banuett y
Herskowitz, 1994). Las diferencias entre las condiciones del desarrollo del hongo
in vivo e in vitro se desconocen. Muchos de los eventos observados en la planta
no ocurren en los medios de cultivo: ausencia de ramificaciones de la hifa, la
hifa vive muy poco, la fusién nuclear es rara y no hay produccion de teliosporas.
Las diferencias del comportamiento del hongo en la planta y en los medios de
cultivo permiten proponer que la planta provee alguna sefial que domina los

diferentes aspectos del desarrollo del hongo (Banuett y Herskowitz, 1996).

Si la infeccién resulta de la fusién de células haploides compatibles, la hifa
dicarittica crece rapidamente. El micelio solo penetra una corta distancia, pero
se ramifica libre y rapidamente en el area infectada. En los tejidos invadidos las
células del hospedero empiezan a multiplicarse y alargarse extraordinariamente.
El dicarion es capaz de crecer intra e intercelularmente. EI mecanismo por el
cual se induce la formacién de agallas no es hien conocido pero es posible que
el dicariébn cause una alteracion en el balance hormonal de la planta,

produciendo su formacioén (Valverde y col., 1995).

En relacion con los sintomas que se desarrollan en la planta, el mas importante
es la formacion de tumores; sin embargo, también son caracteristicos: la
clorosis, las distorsiones morfolégicas y la acumulacion de antocianinas. Otros
sintomas comunes son el desarrollo de flores femeninas en espigas y de
estructuras parecidas a espigas en los elotes. Los tumores se pueden formar en
cualquier tejido meristematico de la planta, sin embargo los mas impresionantes
son los que se desarrollan en los elotes. Estos tumores son los que se utilizan
en la cocina mexicana para la preparacion de diversos platillos (Ruiz y Martinez,
1998).

2.1.7 Compatibilidad de cepas a nivel laboratorio



Revisidn de literatura

La compatibilidad de cepas de U. maydis se determina al sembrar en una misma
placa dos cepas diferentes, una cerca de la otra (figura 4). Con la ayuda de un
asa de platino estas cepas se unen y la compatibilidad se hace evidente por la
formacion del fenotipo Fuz®, es decir, por la formacion de un micelio blanco,
algodonoso y pequefio, producto de la unién de las esporidias haploides que al

unirse forman el micelio dicariético. Las cruzas que resulten compatibles

(Alvarez, 1999). EI medio de cultivo que se utiliza para la evaluacion de la
compatibilidad es el propuesto por Holliday y modificado por Alvarez (1999) ver
tabla 3.

Tabla 3. Composicion del medio Holliday modificado por Alvarez (1999).

.

COMPONENTE CANTIDAD Composicién Cantidad

Agua destilada 1000 ml _
Glucosa 10g

Extracto de levadura 10g Fosfato dibasico de potasio 16 g

Nitrato de amonio 159 (KH,PO,)

Agar bacteriolégico 1% Sulfato de sodio (Na,SO,) 49
Harina de maiz 1.7 % Cloruro de potasio (KCI) 8¢
Carb6n activado 1% Sulfato de magnesio (MgSO,) 29

Solucioén de sales 62.5 ml Cloruro de calcio (CaCly) 1g
Solucion de elementos traza 8 ml

Composicién Cantidad

Agua destilada
Acido bérico 60 mg
Cloruro de manganeso (MnCI2 .4H20) 140 mg
Cloruro de Zinc (ZnCl2) 400 mg
Molibdato de sodio (Na2MoO4. 2H20) 40 mg
Cloruro de hierro Il (FeCI3.6H20) 100 mg
Sulfato de cobre Il (CuSO4.5H20) 400 mg

Fuente: Clavero. 2004.
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Figura 4. Prueba de compatibilidad de cepas.

2.1.8 Nivel de patogenicidad de las cepas.

El nivel de patogenicidad de las cepas y cruzas de U. maydis se determina en

plantulas de maiz bajo condiciones controladas (invernadero). La inoculacién se

P . . . , . _ -1 Comentario [LCE15]: Sobra
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inoculacion se realiza en el tallo a una distancia aproximada de 1 cm de la base
del suelo. La cantidad de indculo es de 100ul a una concentracion celular de 2.5
x10° células / ml por cada cepa. Después de dos semanas se puede determinar

el grado de patogenicidad (tabla 4) mediante los sintomas presentados.

Tabla 4. Escala de valores para la determinacién de la patogenicidad de U.
maydis en plantulas (adaptada por Barret,1993).

VALOR ‘ GRADO DE ENFERMEDAD

0 Planta sana o sin sintomas de la enfermedad
Pigmentacioén por presencia de antocianinas (color rojo)

Agallas pequefias y/o escasas en hoja y/o tallo

1

2

3 Agallas medianas y/o abundantes en hoja y/o tallo

4 Agallas grandes y/o muy abundantes en hojas y/o tallo
5

Muerte de plantula con sintomas severos de la infeccién

Fuente: Alvarez, 1999
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2.2 El Huitlacoche

Lo que se conoce como huitlacoche son las agallas o tumores que se forman en
la mazorca del maiz por la accion del hongo Ustilago maydis. En México el
huitlacoche se consume desde la época de los aztecas ( Paredes y col., 1999 ).
Al huitlacoche también se le conoce como cuitlacoche, palabra de origen azteca
que traducida al espafiol significa suciedad prieta o de cuervo. Los aztecas

cuervos volando sobre sus campos de maiz (Kealey and kosikowski, 1981).
2.2.1 Produccion
En los dltimos afios se ha observado un marcado interés por la produccion de

) y las setas ( Plerotus ostreatus ) (Paredes y Valverde, 1999). Otro hongo que

se produce en la actualidad es el huitlacoche (Ustilago maydis) el cual ha
representado una fuente alimenticia muy cotizada y altamente apreciada desde
tiempos prehispanicos. Recientemente el huitlacoche ha sido considerado como
una alternativa de cultivo debido al incremento de la popularidad que ha
adquirido como alimento (Vanegas y col.,[1995%).
El huitlacoche que se produce para el consumo y comercializacion es el
recolectado en campos de maiz donde se presentan infecciones naturales, que
se dejan a proposito; dandose esto mayormente en las regiones del centro y sur
autoservicio. Una gran parte de la cosecha es adquirida por compafias
procesadoras de alimentos enlatados para su comercializacién interna y de
exportacién, por lo que ultimamente la produccién es insuficiente para la

demanda existente (Ruiz, 1999).
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A este respecto la produccion de huitlacoche mediante técnicas de inoculacion
artificial (con cepas altamente infectivas) aunado con el control de parametros
como lo son: la forma y lugar de inoculacién de mazorcas, tiempo optimo de
fecundacion de maiz para efectuar la inoculacion, fertilizacion y densidad de
plantas de maiz representa una buena alternativa para garantizar que la
produccién en forma masiva del hongo se traduzca a altos rendimientos y asi
poder satisfacer la demanda creciente.

2.2.1.1 Factores que afectan la produccion de huitlacoche

gran variedad de factores. Entender las respuestas de las diferentes especies a
estos factores es primordial para el disefio de tecnologias para su produccién
1999).

(Paredes y Valverde,

a) Humedad

Algunos autores mencionan que es necesaria la presencia de humedad para el
desarrollo e U. maydis. Segun Valverde y col., (1995), la humead es necesaria
para la para la germinacion y el mantenimiento del tubo germinativo en
crecimiento hasta que el hospedero es penetrado. Lépez (1988), citado por
Garibaldi (2003), observé que se formaron mayores cantidades de agallas con la
humedad relativa entre 72 y 80% ademas menciona que existe cierta tendencia
a incrementar la cantidad de agallas formadas conforme aumenta la
secas conducen a la preservacion del hongo. Walter mostr6 que las teliosporas
secas son forzadas a germinar en la region meristematica y causar infecciéon sin

la adicion de agua (Valverde y col., 1995).
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b)Temperatura

Segun Paredes y Valverde (1999), Ilas temperaturas relativamente altas

favorecen la germinaciéon de las teliosporas, gemacion de esporidias,

-1 Comentario [LCE24]: No

crecimiento del micelio filamentoso y la formacién de nuevas teliosporas. La - | esta claro s la cita es de
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entre 25 -30 °C.

¢) Vigor del hospedero

El desarrollo de la planta es de vital importancia en el crecimiento del hongo.
Varios autores han observado que las plantas mas vigorosas y suculentas
presentan mas agallas y que éstas son mucho mas grandes; por lo tanto el vigor
de la planta esta directamente asociado con la susceptibilidad, mientras que la
incidencia de la enfermedad est4 relacionada con la nutricién de la planta. Sin
embargo la incidencia de la enfermedad no solo depende del vigor de la planta,
sino también de la susceptibilidad y de las condiciones de crecimiento (Paredes
y Valverde, 1999).

Varios investigadores coinciden que los tratamientos que estimulan la
produccion y el vigor en la planta, como las altas dosis de nitr6geno y materia
organica, también incrementan la enfermedad significativamente. Garibaldi
(2003), en el Valle del Yaqui obtuvo un aumento en la produccion de
huitlacoche de 46.2% al incrementar la dosis de fertilizante nitrogenado de 150
a 300 Kg/ha .

e) Densidad de plantas

La densidad de plantas esta directamente relacionada con el rendimiento que

presente el huitlacoche en su cosecha. Segun Kostandi (1992), citado por

Garibaldi (2003), la incidencia del la infeccion es menor en un 6.6% al utilizar
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alta densidad (56,000 plantas/ha) en comparacién al uso de baja densidad
(35,000 plantas /ha). Sin embargo, Garibaldi (2003), probé tres diferentes
densidades de plantas (31,000, 46,500 y 62,000 plantas /ha) para la inoculacién
artificial de U. maydis en maiz maiz en el Valle del Yaqui, no encontrando
diferencias estadisticas significativa en el porcentaje de plantas infectadas

entre las diferentes densidades.

f) Técnica de inoculacion artificial

El aumento del consumo de huitlacoche ha dado pie a que se considere su
produccién a gran escala. Desde siempre, los agricultores han buscado la forma
de producir huitlacoche utilizando para esto varias estrategias no obstante los

avances mas significativos se han dado en afios recientes.

Flores del Campo (1991), citado por Ulloa (2002), comparé tres técnicas de
inoculacién los cuales consistieron en; 1).- Mezcla de teliosporas de U. maydis
con la semilla de maiz; 2).- asperjar teliosporas al cogollo en etapa de 6 a 8
hojas; 3).-Inyectando teliosporas al jilote al presentarse el 50% de la
polinizacion. El mejor método fue el de inyeccién en el jilote, ya que al inocular el
patégeno, se hace una herida en la planta por donde puede penetrar mas
facilmente dicho organismo. Christensen, 1963 citado por Paredes y Valverde,
1999, quien reporta que la inyeccion de esporidias en la planta de maiz produce
un alto indice de infeccion. Comunmente la inyeccién del hongo se efectia en la
mazorca ya que se ha visto que las agallas mas grandes y prominentes son las

gue se encuentran en dicho lugar.

Otros investigadores concuerdan que la técnica de inoculacién por inyeccion
puede ser util para la produccion comercial del huitlacoche, pero consideran
sumamente importante la evaluacion de factores que contribuyan a una
produccién 6ptima y calidad del producto. Tal es el caso de la agresividad de las

lineas esporidiales del hongo que se utilicen en la inoculacién, el tiempo optimo
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de fecundacion del maiz, ademas el lugar y forma de efectuar la inoculacién en

la mazorca.

polinizar son mas susceptibles a la infeccion que los polinizados.

Du Toit y Pataky (1999), evaluaron el efecto de la polinizacion del maiz en la
infeccién a través de las sedas. Para este estudio se cubrieron las pequefias
mazorcas con bolsas de papel antes de que emergieran las sedas para evitar la
polinizacion y otras mazorcas no fueron cubiertas para permitir que las sedas
fueran polinizadas normalmente. Las bolsas fueron removidas de las mazorcas
una vez efectuada la inoculacién para permitir la polinizacién. Las inoculaciones
se efectuaron desde estadios tempranos de emergencia de las sedas hasta los

16 dias después de la emergencia de estas. Su conclusion fue que las mazorcas

de las sedas hasta los 8 a 14 dias después de haber emergido las éstas.
Después de este periodo de susceptibilidad, la incidencia de mazorcas con
agallas decrecié conforme envejecian las sedas. En el mismo afio, los
investigadores Du Toit y Pataky realizaron otro estudio en el cual, evaluaron el
efecto de la concentracion de inéculo en el desarrollo de las agallas. Las

concentraciones evaluadas fuero cuatro (10°, 10%, 10° 10°) encontrandose que
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Ulloa (2002), cita que el tiempo optimo de la fecundacion de maiz para la
inoculacién artificial del hongo U. maydis fue desde antes de la fecundacion
(antes de que emerjan las sedas o estilos del jilote) hasta el inicio de la
fecundacion (cuando las sedas empiezan a emerger del jilote hasta que
alcanzan una longitud de 6 cm.) Para este estudio el inoculo fue a una
concentracion de 2.5 x 10° células por mililitro la suspensién de esporas (cepas

ITSON C, y C3) y la inoculacion se llevé a cabo mediante jeringas hipodérmicas
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inoculando 1ml de dicha suspension a cada jilote. En este mismo estudio Ulloa,
porcentaje de infeccion evaluando la base y centro del jilote encontrando un
porcentaje de infeccién del 76.73 para el tratamiento de inoculacion ubicado en
el centro de la mazorca al inicio de la fecundacion. Ruiz y Castro, 2001
encontraron que la inoculacion artificial de U. maydis en el centro del jilote es el

mejor sitio.
2.2.2 Importancia como alimento

México y otros paises latinoamericanos, desde épocas prehispanicas, las
agallas jovenes del maiz infectado con U. maydis son usadas como alimento sin
gue se conociera mucho sobre su valor nutricional. El valor que se le da a un
alimento se basa en su composicion proximal. El huitlacoche contiene
carbohidratos, proteinas, grasas, minerales y vitaminas (tabla 5) que contribuyen

a su valor nutricional ( Valverde y col., 1993).

En cuanto a la proporcion de proteinas contenidas en el huitlacoche respecto a

otros hongos comestibles (tabla 6), se tiene que en comparacion con el

embargo ésta resulta superior a las cantidades presentes en el maiz y otros

vegetales.

Tabla 5. Composicion proximal del huitlacoche.

COMPONENTE PESO SECO (g/100g)

Proteina 11.5-16.4
Grasa 1.6-2.3
Ceniza 5.2-7.0
Fibra 16.0-23.5

Carbohidratos 55.1-66.5

Fuente: Paredes y Valverde , 1999.
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Tabla 6. Contenido proteinico de algunos hongos comestibles.
HONGO NOMBRE COMUN PROTEINA

(9/100g Base seca)

Agaricus bisporus champifién 26.9
Pleorotus ostreatus setas 15
Ustilago maydis huitlacoche 11.5-16.4

Fuente: Paredes y Valverde , 1999.

Las proteinas del huitlacoche contienen cantidades apropiadas de todos los
aminoacidos esenciales para la dieta de los adultos. Se considera por lo tanto
que este hongo contiene proteinas de buena calidad. Dichas proteinas cuentan
con un extraordinariamente alto contenido de lisina (6.3 a 7.3 g/100g de
proteina), el cual resulta ser elevado en relacién a lo que se ha reportado para
maiz y otros vegetales. Aqui vale la pena destacar que la lisina, es el
componente esencial de las proteinas deficiente por excelencia en el maiz. Es
decir, es un inteligente acierto nutricional la complementacion histérica que han
hecho las distintas culturas mexicanas al consumir huitlacoche con tortilla.
Aunado a lo anterior, este hongo presenta cantidades importantes de acido
oleico y linoleico (&cidos grasos esenciales) sumando del 72.1 al 73.6% del total
de los acidos grasos presentes (Valverde y Paredes, 1993; Vanegas y col.,
1995; Paredes y Valverde, 1999; Paredes y col., 2000).

Se ha comprobado que el U. maydis no segrega ningun tipo de toxinas que
puedan afectar la salud (Valverde y Paredes, 1993; Kealey and kosikowski,
1981), por lo anterior se afirma que el consumo de huitlacoche como alimento, a

este respecto, es seguro.

2.2.3 Demanday consumo

La popularidad del huitlacoche como comida tipica mexicana de origen

prehispanico ha rebasado las fronteras de México, no obstante su aspecto poco
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agradable a la vista. Recientemente, la demanda de este exquisito hongo ha
aumentado considerablemente y se ha introducido a los Estados Unidos y
Europa, donde se le ha asignado deferentes nombres como: “Caviar azteca”,
“Trufa Mexicana” o “Maizteca”, entre otros. Su descripcibn como delicadeza
culinaria ha sido el tema de periddicos y revistas importantes como: New York
Magazine, Food Arts, Science News, Bon Apetit, Vogue, por mencionar algunas
(Paredes y Valverde, 1999). En México el huitlacoche se comercializa en tres
formas:

@ En estado fresco

@ Congelado
@ Enlatado
En los mercados de la ciudad de México se venden, anualmente, de 4 a 500
toneladas de agallas frescas de huitlacoche (Kealey and Kosikoski, 1981). En los
estados unidos el huitlacoche fresco o congelado se ha cotizado hasta por $20

dolares por kilogramo (Valverde y col., 1993).

La compafila mexicana Herdez S.A. patentd el procedo de enlatado del
huitlacoche. Cerca de 100 toneladas de huitlacoche son procesadas al afio por
Herdez; sin embargo la demanda de este exquisito hongo es mayor de la que
puede suplir esta compafiia con la produccion natural (Paredes y Valverde,
1999). Existen otras presentaciones de huitlacoche en el mercado; aparte del
enlatado en salmuera, se encuentra  preparado con chile y cebolla por la
compafila Monteblanco o por la San Miguel y también como crema de
huitlacoche elaborada por la compafia Cremissima de Querétaro (Paredes y
Valverde, 1999).

Actualmente, en México se cuenta con una gran variedad de deliciosos platillos
preparados a base de huitlacoche tales como la sopa de huitlacoche, crepas de
huitlacoche, sufle de huitlacoche, helado de huitlacoche entre muchos otros. Sin
embargo la manera mas tradicional de consumir este hongo es en forma de

quesadillas.
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2.3 El maiz

2.3.1 Origen

Maiz, palabra de origen indio caribefio, significa literalmente «lo que sustenta la
vida». El cultivo del maiz tuvo su origen, con toda probabilidad, en América
Central, especialmente en México, de donde se difundié hacia el norte hasta el
Canada y hacia el sur hasta la Argentina. La evidencia mas antigua de la
existencia del maiz, de unos 7 000 afios de antigiiedad, ha sido encontrada por
arquedlogos en el valle de Tehuacan (México) pero es posible que hubiese otros
en las civilizaciones Maya y Azteca y tuvo un importante papel en sus creencias
religiosas, festividades y en la nutricién; ambos pueblos afirmaban que la carne y
la sangre estaban formadas por maiz. La supervivencia del maiz mas antiguo y
su difusion se debid a los seres humanos, quienes recogieron las semillas para
posteriormente plantarlas. A finales del siglo XV, tras el descubrimiento del

continente americano por Cristobal Colon, el grano fue introducido en Europa a

2.3.2 Importancia

Con una superficie que varia de 7.8 a 9.1 millones de hectareas sembradas
anualmente a nivel nacional (VADEMECUM AGRICOLA: Agroquimicos y
semillas, 1999) el maiz ocupa el primer lugar en importancia agricola a nivel
mundial. El maiz suministran elementos nutritivos a los seres humanos vy a los
animales y es una materia prima basica de la industria de transformacién, con la
gque se producen almiddn, aceite y proteinas, edulcorantes alimenticios y, desde
hace poco, combustible. La planta tierna, empleada como forraje, se ha utilizado
con gran éxito en las industrias lacteas y carnicas y, tras la recoleccion del

grano, las hojas secas y la parte superior, incluidas las flores, aun se utilizan hoy

.
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en dia como forraje de calidad relativamente buena, para alimentar a los
rumiantes de muchos pequefios agricultores de los paises en desarrollo (FAO,
1993).

2.3.3 Caracteristicas botanica

El maiz (Zea mays L) pertenece a la familia de las gramineas. Se trata de un
cereal que presenta una gran cantidad de variedades clasificadas en las

siguientes categorias atendiendo a al estructura de sus granos:
Maiz dentado; caracterizado por una depresién en el grano

o
@ Maiz duro; granos duros y de aspecto liso

@ Maiz azucarado

@ Maiz harinoso

@ Maiz palomero
El sistema radicular de esta planta es fasciculado, de gran potencia y de rdpido
desarrollo. El tallo puede elevarse a alturas de hasta 4m, incluso méas en algunas
variedades. Las hojas son anchas y abrasadoras. La planta es diclina y monoica.
Las flores femeninas aparecen en las axilas de algunas hojas y estan agrupadas
en una espiga rodeadas de largas bracteas. A esta espiga se le suele llamar
mazorca. La mazorca esta formada por una parte llamada zuro, este representa
del 15 al 30% del peso de la espiga. El grano se dispone en hileras
longitudinales, teniendo cada mazorca varios centenares. Las flores masculinas
aparecen en la extremidad del tallo y estan agrupadas en paniculas. En la
extremidad de la espiga aparecen largos estilos en forma de pincel, los cuales
se denominan vulgarmente barbas o sedas, y que se obscurecen después de la
fecundacion. La fecundacion de las flores femeninas pueden hacerse por polen
de la misma planta o de otras. El nimero de hojas varia de 8 a 48. El numero de
mazorcas, casi siempre una por planta, se puede duplicar o triplicar. El tamafio

de la mazorca puede cambiar hasta mas de 60 centimetros de largo y el tamafio
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de los granos o semillas tiene un rango de variacion extrema entre las

diferentes variedades (Guerrero, 1987).

2.3.4 Ciclo vegetativo

Segun Guerrero, 1987 en el ciclo vegetativo del maiz pueden destacarse cinco

fases:

Emergencia de plantulas. La emergencia de plantulas comprende el periodo
gue transcurre desde la siembra hasta la aparicién del coleéptilo, cuya duracion
aproximada es de seis a ocho dias.

La germinacion es un estado critico en la vida de una planta. Una germinacion
lenta, producida por condiciones desfavorables, puede dar lugar a la incidencia

de patdgenos que comprometen el futuro del cultivo.

Crecimiento. Una vez nacido el maiz, aparece una nueva hoja cada tres dias, si
las condiciones climaticas y agronémicas son las adecuadas. Entre los quince y
veinte dias siguientes a la emergencia de la plantula, la planta debe tener ya
cinco o seis hojas (figura 5), y entre la cuarta y quinta semana la plante debera

tener formadas todas sus hojas.

Figura 5. El cultivo de maiz en etapa de crecimiento
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Floracion. Se considera como floracion el momento en que la panoja se
encuentra emitiendo polen y se producen los alargamiento de los estilos (figura
6). El periodo mas critico de la planta de maiz es el que transcurre desde tres
semanas previas a la floracion, acusando mas adelante cualquier deficiencia
producida en este momento de manera irreparable. Es importante en este

espacio de tiempo que no carezca la planta de agua ni de nitrégeno.

Fuicio de la foeomdacidn
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Feriodo de fe omudacidn

Dracidn de 1a antesis

Fuente: Lopez, 1991.

Figura 6. Periodo promedio de floracion en un cultivo de maiz hibrido.

Fructificacion. Con la fecundacién de los évulos por el polen se inicia la
fructificacion. Una vez realizada la fecundacion, los estilos de la mazorca
cambian de color, volviéndose castafios. Transcurrida la tercera semana
después de la polinizacién, la mazorca toma el tamafio definitivo, se forman los
granos y aparece en ellos el embrion. Los granos se llenan de una sustancia
lechosa, rica en azucares, los cuales se transforman al final de la quinta

semana en almidon.

Maduracién y secado. Hacia al final de la octava semana después de la
polinizacion, el grano alcanza su maximo de materia seca pudiéndose

considerar que ha llegado a su madurez fisiolégica (humedad alrededor de
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35%). A medida en que el grano va perdiendo humedad se acerca a su

madurez comercial.
2.3.5 Caracteristicas del hibrido A-7573

A-7573 Hibrido de ASGROW Mexicana S.A. de C.V. fue desarrollado para la
produccién de maiz grano-elote-forraje. Este facilmente adaptable a las
condiciones del noroeste de México. El la tabla 7 se presenta algunos datos y

caracteristicas importantes del hibrido.

Tabla 7. Caracteristicas del hibrido A-7573

CARACTERISTICA CARACTERISTICAS DEL HIBRIDO

Uso Maiz grano-Elote-Forraje
Fecha de siembra para el valle del Yaqui Ciclo O/l : Agosto 1 al 31
y Mayo Primavera: Marzo 15 al 31
Verano: Mayo 15 a Julio 15
Densidad de siembra 60,000 a 65,000 plantas por hectarea

Dias a floracién a partir de la siembra 60a70

Dias a cosecha 85 a 100
Color del grano Blanco
Color del elote Blanco

Madurez Intermedio precoz
Potencial de rendimiento Excelente
Altura de la planta a la punta de la espiga 230 a 260
(cm)

Altura de la mazorca (cm) 110 a 130

Desatrrollo inicial Excelente
Tallos Bueno

Raices Excelente

Cobertura de mazorca Excelente

Retencion de mazorca Excelente
Sanidad de mazorca Buena

Resistencia

Resistente Virus (MDMV y MCDV), Mancha foliar (C.
maydis).

Moderadamente resistente Roya comun (Puccinia
graminis),Pudricion del tallo (Fusarium
ssp.), Carbon comun (Ustilago maydis).

Bajo nivel de resistencia Tiz6n foliar (E. turcicum-Razal).

Fuente: VADEMECUM AGRICOLA: Agroquimicos y semillas, 1999.
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2.4 Investigaciones con Ustilago maydis realizadas en el Valle del Yaqui

Alvarez (1999), llevé a cabo una investigacion la cual consistio en el aislamiento
y evaluacién de la patogenicidad de cepas de Ustilago maydis recolectadas a
partir de infecciones naturales presentadas en distintas localidades del Valle del
Yaqui en el periodo Diciembre de 1997 a Diciembre de 1998. De este
experimento se obtuvieron ocho cepas puras a las cuales se les procedio a
realizar las pruebas de compatibilidad in vitro e in vivo en plantulas de maiz en
invernadero resultando las cruzas formadas por las cepas C,-C; y Cs-Cs las
capaces de producir la enfermedad del carb6on del maiz con un grado de

infeccién adecuada para la induccién de tumores en las plantas.

Ruiz (1999), en el Valle del Yaqui prob¢ diferentes etapas del maiz y sitios de
inoculacién en plantas adultas de hibridos regionales de maiz bajo condiciones
de campo en siembra de invierno con una densidad de 31250 plantas por
hectarea, fertilizacion con abonos quimicos y orgénicos y riegos por gravedad.
Los hibridos de maiz evaluados fueron: CIANO H-431 y PNS-4019. Utilizé la
cruza de cepas (C,-C3) de U. maydis previa prueba de compatibilidad para
ocasionar la infeccién llevada a cabo en laboratorio e invernadero en plantulas.
Los sitios de inoculacion probados fueron: en tallo a la altura del 6° y 7° nudo
antes de la floracion, y en la floracién cuando los estigmas se encontraban entre
3y 6 cm fuera de las espatas, inoculando en la punta, centro y base del jilote.
Se usaron jeringas hipodérmicas de 20mm., depositando un mililitro de la
suspensién de esporas por la planta a una concentraciéon aproximada de 3.0 x
10° células por mililitro. Se midié el porcentaje de infeccién y la produccién de
huitlacoche limpio determindndose el porcentaje de infeccion de entre 31.9 a
75.8% en el hibrido PNS-4019 y de 26.6 a 57.5% en el hibrido CIANO H-431
cuando la inoculaciéon fue en el jilote. Los indices de severidad de la infeccién
oscilaron entre 21.32 a 33.88 para los tratamientos con inoculacion en el tallo en

el 7° nudo antes de la floraciéon vy los tres sitios de inoculacién del jilote. Los
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méaximos rendimientos de huitlacoche se obtuvieron con el hibrido PNS-4019
(1937 Kg/ha) con la inoculacibn en el centro del jilote, superando
significativamente a CIANO H-431 el cual presentd una produccion de 767 Kg/ha

con el mismo tratamiento de inoculacioén.

De esta investigacion el autor concluye que es posible producir huitlacoche en
hibridos regionales de maiz blanco induciendo la infeccién de U. maydis en
siembras de invierno en el Valle del Yaqui, siendo el hibrido PNS-4019 y el

tratamiento de infeccion en el centro del jilote los mejores para este propésito.

Ulloa (2002), evalué el efecto del periodo de fecundaciéon del maiz en la
infeccion de Ustilago maydis inoculado artificialmente para la produccién de
huitlacoche. Este estudio se realizd en la direccion de investigacion y estudios
de postgrado del ITSON durante el periodo de enero a agosto de 2000. El
hibrido de maiz utilizado para este estudio fue el PNS-4019 al cual, en
investigaciones anteriores, se le habia probado sus susceptibilidad a la
enfermedad. Se utilizé la cruza de cepas locales (C2-C3) obtenida en 1998 por
Alvarez. Los jilotes de maiz fueron inoculados con 1 ml de una suspension de
esporas con una concentraciéon de 2.5 x 10° células por mililitro, en la base y
centro de estos en los diferentes periodos de fecundacion del maiz, el cual se
clasifico en cuatro etapas: 1) antes de la fecundacion; 2) inicio de la fecundacién
(en la emergencia de sedas hasta longitud de 6cm fuera de las espatas y su
color es verde tierno); 3) mitad de la fecundacién (sedas con 7 a 13 cm fuera de
las espatas); 4)final de la fecundacion (sedas mayores de 14 cm fuera de las

espatas y con color oscuro).

La cosecha de huitlacoche se realizé entre los 12 a 23 dias después de la
inoculacién y se determind el indice de severidad de la infeccidn, el porcentaje
de plantas infectadas, el rendimiento de huitlacoche y el grado de cubrimiento de
mazorcas. Los mejores resultados se obtuvieron al inocular en el centro del jilote

al inicio de la fecundacion, con un 76.73% de plantas infectadas, un indice de
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severidad de la infeccion de 57.6 y un rendimiento de 1678 Kg/ha de
huitlacoche; ademas fue el tratamiento que mayor porcentaje de mazorcas con
cubrimiento de huitlacoche en grado de 50 a 100%, con un 76.8%. La cosecha

de huitlacoche fue en un estado tierno de buena calidad para el consumo.

El autor llega a la conclusién que el mejor sitio para la inoculacién artificial de
Ustilago maydis, fue el centro del jilote; que el tiempo de Optimo para la
inoculacién del maiz fue desde antes hasta el inicio de la fecundacion. Asi
mismo, el mayor rendimiento, mayor grado de infecciéon y mayor porcentaje de
cubrimiento del 50 al 100% de huitlacoche se obtuvo con la inoculacién en el
centro del jilote al inicio de la fecundacién coincidiendo con los resultados

obtenidos por Ruiz y col., en el afio 2001.

Garibaldi (2003), realiz6 una investigacién en el Campo Experimental del ITSON,
localizado en la manzana 910 del Valle del Yaqui cuyo objetivo fue evaluar el
efecto de las dos dosis de fertilizacion nitrogenada (150 y 300 Kg/ha) y tres
densidades de plantas de maiz por hectarea (62,000, 46,500 y 231,000), bajo
el sistema de fertigacion y acolchonado plastico, en el rendimiento de
huitlacoche. Para esto, se utilizd la cruza de cepas de Ustilago maydis ITSON
C,-C3 inoculadas artificialmente en el centro del jilote el inicio de la fecundacion
del maiz (hibrido PNS-4019). Se evalud el porcentaje de infeccion, rendimiento

de huitlacoche y mazorcas comercializables.

El mayor rendimiento de mazorcas comercializables fue de 7,396 Kg/ha y el
mayor rendimiento de huitlacoche limpio fue de 3,854 Kg/ha al usar altas dosis
de fertilizante nitrogenado. La dosis de 300 Kg/ha de nitrdgeno increment6 el
porcentaje de infeccion 5.02 %, el rendimiento de huitlacoche en 1 Ton. y el
rendimiento de mazorcas comercializables en 2,296.48 Kg/ha respecto a la dosis
de 150 Kg/ha. Ademas, el mayor rendimiento de huitlacoche respecto a la
densidad de plantas se obtuvo que al sembrar con altas densidades (61,000 y
45,500 plantas por hectarea) y el uso de acolchonado plastico incrementé el

porcentaje de las mazorcas comercializables en un 8.21 %. De lo cual el autor
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concluye que se pueden incrementar significativamente el rendimiento de

huitlacoche al aumentar las dosis de nitrégeno.

Clavero (2004), realiz6 una investigacion con el objetivo de evaluar la

compatibilidad in vitro e in vivo y el grado de patogenicidad de cepas de Ustilago

maydis aisladas en el Valle del Yaqui.

La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Ecodesarrollo en la
Direccién de Recursos Naturales y en el invernadero del Instituto Tecnoldgico de
Sonora, la cual se dividié en dos experimentos: evaluacion de la compatibilidad
in vitro y evaluacion de la compatibilidad y patogenicidad in vivo de cepas

locales de U. maydis.

La primera parte consistio en evaluar la compatibilidad genética de las cepas de
U. maydis en un medio de cultivo especial para este proposito, donde la
compatibilidad se manifiesta mediante la aparicion de un micelio blanco

algodonoso al combinarse ambas cepas.

En la segunda parte se evalud en plantulas de maiz la compatibilidad y el grado
de patogenicidad segun la escala propuesta por Barret, en donde las plantulas
fueron inoculadas con las cruzas obtenidas. Se determin6 como cepas
compatibles y capaces de inducir la enfermedad a aquellas cruzas que
presentaran un nivel de patogenicidad igual o mayor a 2 segun la escala antes

citada.

En cuanto a los resultados arrojados por el analisis en plantulas de maiz se
presentaron diferentes y variados grados de patogenicidad. De las 117 cruzas

estudiadas 25 de ellas estuvieron dentro del rango deseado, donde los

mejores. Asi mismo se encontraron cuatro cepas solopatogénicas, una de ellas

con el grado de patogenicidad deseado y las otras tres con grados de

.
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patogenicidad por debajo del nivel buscado, pero con grandes posibilidades de

produccién de la enfermedad.



Método

. METODO

3.1 Localizacion del experimento

Los experimentos de esta investigacion se llevaron a cabo en los laboratorios de
la Direccion de Recursos Naturales del Instituto Tecnoldgico de Sonora (ITSON)
de Cd. Obregén vy en terrenos del ITSON ubicados en la manzana 204 del Valle

del Yaqui, Sonora, México

3.2 Preparacion del cultivo de maiz

La semilla de maiz utilizada para la siembra fue un hibrido de la empresa
ASGROW S.A. variedad denominada A-7573 cuyas caracteristicas se muestran
en la tabla 7 de la seccion de revisién de literatura.

La siembra se efectué el 01 de Septiembre de 2003, sobre un terreno
previamente labrado y utilizando el método de siembra en seco y el sistema de
riego por gravedad. En la tabla 8 se muestran actividades realizadas al cultivo

con sus correspondientes fechas.

Tabla 8. Actividades realizadas en la preparacion del cultivo de maiz

ACTIVIDAD DDS* FECHA

(dia/mes/afio)

Fertilizacion ® presiembra 01/09/2003
Riego de germinacion 01 03/09/2003
Aplicacién de insecticida ° 14 16/09/2003
Aplicacion de herbicida © 24 26/09/2003
Primer riego de auxilio ° 38 10/10/2003
Segundo riego de auxilio 60 01/11/2003

*DDS: dias desnués de la siembra
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Se aplicé en suelo antes de la siembra 300 Kg/ha de urea (46% N ), 100 Kg/ha

de fosfato monoamonico.

® Aplicacién de insecticida contra gusano cogollero (ingrediente activo clorpirifos)
1 1/ha.

¢ Aplicacién de herbicida contra maleza de hoja ancha (banvel 12-24) 1 I/ha.

4 En agua de riego se aplico 80 Kg/ha de nitrégeno en forma de agua amoniacal.

3.3 Cepas de Ustilago maydis

Las cepas utilizadas para esta investigacion fueron aisladas de distintos puntos

del Valle del Yaqui por Clavero en el afio 2004 (tabla 9).

Tabla 9. Numero y denominacién de las cepas de U. maydis utilizadas en la

investigacion.
NUMERO CEPA

As
A
As

@ ~N| o g A W N R
>
[e]

Las cruzas y cepas solopatogénicas evaluadas (tabla 10 y 11 respectivamente)
fueron las que segun Clavero, (2004) mostraron mayor grado de patogenicidad

en plantulas.
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Tabla 10. Cruzas de las cepas de U. maydis utilizadas para la inoculacion

artificial en maiz y su respectivo tratamiento asignado.

CRUZAS TRATAMIENTO
ASIGNADO

A
Ag - Ay
As - A
Ag- Az
As — Ag
A3 - AlO
Testigo

—H ®| m| m 9l O

Tabla 11. Cepas solopatogénicas de U. maydis utilizadas para la inoculacion

artificial en maiz y su tratamiento asignado

CEPA TRATAMIENTO

ASIGNADO
As B
Ay H

3.4 Disefio experimental

El disefio utilizado para el estudio fue el de parcelas divididas, con arreglo en
blogues completamente al azar con 9 tratamientos y 3 repeticiones. La parcela
experimental consistié de 9 surcos de 17 m de longitud (dividido en 3 secciones
de 5 my 1 m de espacio entre ellos) separados a 0.80 m. Las dimensiones de la
parcela experimental y la distribucion de los tratamientos se muestra en la figura
7.

Se efectuo el analisis de varianza de una sola via con un nivel de significancia
estadistica del 0.05, para este fin se utilizé el paquete Statgraphics Plus 3.0. El

factor evaluado corresponde a las cruzas y cepas solopatogénicas de U. maydis.



Método

Cs Ho C; B> Es Az Fs Az H;
5m
17m
Ds Dy E, Tz T1 A Bs Ci G,
im
B: E; D, Hs G Ts F Gs Fu
0.8m

Figura 7. Distribucion en campo de los tratamientos y sus repeticiones.

3.5 Preparacion del in6culo

En el laboratorio se sembraron por separado cada una de las ocho cepas de U.
maydis, en tubos de ensayo los cuales contenian 5 ml de caldo dextrosa de
papa (CDP). Estos se incubaron por 18 a 20 horas a 28 + 2° C en bafio maria

con agitacién a 200 rpm.

Posteriormente se realizé un segundo paso de indculo a matraces de 250 ml que
contenian 125 ml de CDP los cuales se incubaron a las mismas condiciones que
el cultivo anterior solo que dejandose por 36 horas. A estos Ultimos cultivos se
les evalu6 la concentracién celular mediante diluciones y conteo de células con
la ayuda de la camara de Neubauer. Una vez determinadas dichas
concentraciones de cada cultivo, se determind, mediante célculos analiticos, el
volumen necesario de cada cepa para obtener una concentracion final de 2.5
x.10° células por mililitro en un volumen conocido. En matraces estériles,
etiquetados con sus respectivos tratamientos, se agregaron los volimenes
calculados (V;) de las dos cepas correspondientes a la cruza determinada y se

aforé con agua destilada estéril hasta obtener el volumen final deseado (120 ml).
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Para el caso de las cepas solopatogénicas solamente se determiné un volumen
(V1) vy se procedi6 a aforar a 120 ml. A continuacion se muestra la férmula
empleada para dichos célculos:
Cl V1 = C2 V2
Donde:
C1 = Concentracion evaluada para el cultivo
V1 = Volumen desconocido
C, = Concentracion deseada = 2.5 x.10° células por mililitro

V, = Volumen deseado (120 ml)

3.6 Inoculacién de los tratamientos

La inoculacién se llevo a cabo a los 7 dias después de la fecha en que se
present6 la floracibn masculina (tabla 12). Utilizando jeringas hipodérmicas de
20 ml se inyectd, de manera transversal en el centro de la mazorca, 1ml de

suspension de cada uno de los tratamientos en el campo experimental.

Tabla 12. Calendario de eventos.

EVENTO DDS* FECHA (dia/mes/afio)
Floracion masculina 46 23/10/2003
Inoculacién del hongo 53 30/10/2003

*DDS: dias después de la siembra

3.7 Variables a evaluar

3.7.1 Porcentaje de infeccidn
Para determinar esta variable se contabilizaron las plantas de maiz inoculadas
con esporas de U. maydis en cada tratamiento y después las mazorcas

infectadas. Se aplicé la siguiente férmula:
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% de infeccién = # de plantas infectadas x 100
# de plantas inoculadas

3.7.2 Cubrimiento de huitlacoche en mazorcas

El grado de cubrimiento se determiné visualmente a cada mazorca infectada por
cada tratamiento (figura 8). El grado cubrimiento de agallas se agrupd en
rangos de 1 — 25%, 26 — 50%, 51 — 75%, 76 — 100%.

Figura 8. Grados de cubrimiento de

huitlacoche en la mazorca de maiz.

3.7.3 Rendimiento de huitlacoche

a) Rendimiento de huitlacoche en mazorcas comercializables (RHMC).

Las mazorcas de cada tratamiento que presentaron un grado de cubrimiento
mayor al 50% se les determind el rendimiento huitlacoche en mazorcas
comercializables (RHMC). Para el calculo de RHMC, primeramente se
contabilizé el nUmero de plantas inoculadas en cada tratamiento. Posteriormente
se registrd el peso de las mazorcas (incluyendo sus hojas) con cubrimiento

mayor de 50%. Finalmente se aplicé la formula siguiente:
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RHMC = Peso de mazorcas con cubrimiento mayor al 50% (Kg) x op
Plantas inoculadas por tratamiento

Donde:
RHMC = Kg/ ha

op = densidad de plantas = 45,000 plantas por hectérea

b) Rendimiento de huitlacoche limpio (RHL).

Para el calculo del RHL se tomaron las mazorcas infectadas en cada tratamiento
y se procedié a separar sus agallas. Esta operacion se realizd6 manualmente
(figura 9) y/o utilizando un cuchillo de cocina. Se obtuvo el peso de las agallas

por tratamiento y se aplico la siguiente formula:

RHL = Peso de gallas por tratamiento (Kg) X op
Plantas inoculadas por tratamiento

Donde:
RHL = Kg/ha

op = densidad de plantas = 45,000 plantas por hectarea

Figura 9. Separacion manual de
agallas de huitlacoche de la mazorca

de maiz.

Las agallas obtenidas de cada tratamiento se vaciaron en bolsas de plastico
etiquetadas y se sometieron a congelado. Estas muestras se utilizaron para los

analisis bromatolégicos del huitlacoche.
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3.7.4 indice se severidad de la infeccion (IS).

Esta variable representa el grado de infeccion producida en la mazorca por
efecto de la inoculacion artificial de hongo y se determiné en funcion del
rendimiento de huitlacoche limpio (RHL) y el rendimiento de huitlacoche de
mazorcas (RHM). El indice de severidad se calcula utilizando la siguiente
formula:

ISI=_RHL x100
RHM

El RHM se determina aplicando la siguiente férmula:

RHM = Peso de mazorcas infectadas, sin hojas, por tratamiento (Kg) X op

Plantas inoculadas por tratamiento

3.7.5 Analisis bromatolégicos del huitlacoche

Las muestras de huitlacoche analizadas fueron seleccionadas con base al
porcentaje de infeccion, eligiendo a los cinco mejores tratamientos.
Primeramente, se descongelaron, a temperatura ambiente, las muestras de
huitlacoche de los tratamientos seleccionados, posteriormente se efectud la
determinacion de humedad. A partir de huitlacoche seco y triturado (maya 30)
se procedié con la determinacion de ceniza, grasa y proteina. La determinacién
de fibra se realizé a partir de huitlacoche seco y desgrasado. Todas las
determinaciones bromatolégicas, antes mencionadas, se realizaron por triplicado
para cada tratamiento evaluado. Los métodos analiticos empleados en esta
investigacion fueron obtenidos del Standard Methods for the Examination of
Water and Watewater y de Methods for Chemical Analysis of Water and
Wastes (Tabla 13).
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Tabla 13. Métodos empleados en determinaciones bromatolégicas.

DETERMINACION METODO*

Humedad Aplicacion de calor en horno a
presion atmosférica
Cenizas Cenizas totales
Grasa Soxhlet
Proteina Nitrégeno total, método segln
Wieninger
Fibra Fibra cruda

* Métodos estandarizados

Para las determinaciones bromatoldgicas se incluyé el tratamiento “L” que
corresponde a la cruza ITSON C; - C3 . Lo anterior se realiz6 para establecer un
punto de comparacién entre de la calidad nutritiva del huitlacoche obtenido en
esta investigacién, con respecto al producido por dicha cruza estudiada en otras

investigaciones.

Resulta importante mencionar que, para la realizacién del andlisis de varianza,
los datos reales para las variables de porcentaje de infeccion, RHMC, RHL e ISI,
fueron transformados . Para este fin se utilizé la herramienta estadistica de

Jx+1, recomendada para el ajuste de este tipo de resultados. Donde “ x " es

el valor real de la variable.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Cosecha de huitlacoche

Entre los 19 y 30 dias después de la inoculacién se efectuaron 5 cosechas (tabla
14) en forma manual, cortando las mazorcas infectadas de los diferentes

tratamientos.

Tabla 14. Calendario de cosechas.
NUMERO DE  FECHA DDI* 9% DEL TOTAL DE MAZORCAS

COSECHA RECOLECTADAS

1° 18/11/2003 19 2.0

2° 19/11/2003 20 13.7
3° 22/11/2003 23 20.0
4° 27/11/2003 28 16.5
5° 29/11/2003 30 49.8

*DDI: dias después de la inoculacion

4.2 Porcentaje de infeccion

El porcentaje de infeccion se determina contabilizando las mazorcas de maiz
con sintomas de infeccion (agallas) por cada 100 plantas inoculadas con U.

maydis en cada tratamiento.

En la tabla 15 se presenta el efecto de la inoculacion de U. maydis en mazorcas
de maiz en el porcentaje de infeccibn. Como se puede ver en esta tabla, los
porcentajes de infeccion promedio para cada tratamiento variaron desde 0%
para el tratamiento T, hasta 56.47% para el tratamiento D.
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mazorcas de maiz en el porcentaje de infeccién, denota diferencia significativa
entre el tratamiento T con respecto a los tratamientos A, B, C, D, E, G, H y
también entre el tratamiento F con respecto a los tratamientos B, C, D y H (tabla
15).

En la grafica 1 se muestran los porcentajes de infeccion obtenidos en los
tratamientos. Segun la grafica 1, de las dos cepas solopatogénicas evaluadas
en esta investigacion la cepa Ag, correspondiente al tratamiento H, resulté ser la
mejor con un 46.92 % de infeccion. Aunado a lo anterior, el tratamiento H fue el
segundo mejor tratamiento de los nueve evaluados, resultando ser

estadisticamente igual al tratamiento D (cruza As-Aio) (gréafica 1).

Tabla 15. Efecto de la inoculacién de U. maydis en mazorcas de maiz en el
porcentaje de infeccion

% INFECCION

TRATAMIENTO DR* DT** SE***

D 56.47 6.57 a

H 46.92 6.53 a

Cc 41.4 6.29 a

B 37.40 6.16 a

E 35.21 5.74 ab

G 30.17 5.56 ab

A 30.33 5.50 a b

F 11.03 3.40 b c

DR* Datos T 0 10 ©| reales

DT**  Datos transformados (~/x+1)
SE*** Significancia estadistica (0.05). Valores con la misma letra son estadisticamente iguales.

.
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Gréfica 1. Porcentaje de infeccion promedio de cada tratamiento.

En lo que respecta al porcentaje de infecciéon de U. maydis en el maiz, Valverde
y col., en el verano de 1993, obtuvo un porcentaje de infeccién de 96%, con el
hibrido Jasper, inoculando el hongo por el canal de las sedas, cuando estas
empezaban a emerger. Du Toit y Pataky (1999), utilizando el mismo método de
inoculacién de Valverde ( 1993), solo que efectudndola cuatro dias después de
la emergencia de las sedas, obtuvieron un 85% de infeccién con el hibrido
Dazzle. En la region del Valle del Yaqui, se han realizado algunas
investigaciones enfocadas a la produccion de huitlacoche. Ruiz (1999), obtuvo
un 75% de infeccion, inoculando con la cruza ITSON C;, — C3 en el centro del
jilote, utilizando el hibrido PNS- 4019 en el ciclo otofio - invierno. Ulloa (2002), en
el ciclo primavera - verano, logré obtener un 76.73% de infeccion y Garibaldi
(2003), con fertigacion y acolchado plastico logré un 77.73% de infeccion.
Ambos utilizaron la misma cruza, el mismo hibrido de maiz y el mismo sitio y

misma etapa para la inoculacién que Ruiz (1999).

El mayor porcentaje de infeccién obtenido fue de 56.47% con el tratamiento D
(cruza As-A1p), este resultado se relaciona estrechamente con los resultados

obtenidos por Clavero (2004), quien evalud la patogenicidad en plantula de esta
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y otras cruzas, concluyendo que la A4-A1p resultod ser una de las tres cruzas mas
patogénicas. Sin embargo, éste porcentaje de infeccidén resulta ser bajo en
comparacién con los obtenidos en las referencias anteriores los cuales varian de
75 a 96%. Lo anterior se puede atribuir a las caracteristicas del hibrido utilizado
(A-7573). Segun  Agroquimicos y semillas (1999), presenta resistencia

moderada al Carbon comun del maiz (Ustilago maydis).

4.3 Grado de cubrimiento

El grado de cubrimiento se determin6 de manera visual en las mazorcas

infectadas.

La tabla 16 muestra los diferentes grados de cubrimiento de agallas en los
tratamientos evaluados y en ella se pede visualizar que en el tratamiento D se
presentd el mayor porcentaje de cubrimiento grado IV con un 92% de las
mazorcas, seguido por el tratamiento F con el 50%, mientras que en el grado de

de las mazorcas en ese rango.

Tabla 16. Porcentaje de cubrimiento promedio de mazorcas en cada

tratamiento.

CUBRIMIENTO*

TRATAMIENTO | Il 11 \

A 54 16 15 15
B 22 11 56 11
C 25 20 20 35
D 0 0 8 92
E 20 13 40 27
F 0 34 16 50
G 18 27 9 46
H 21 14 29 36
T 0 0 0 0

* Cubrimiento: Grado | = 1- 25%, Grado Il =26-50%, Grado Ill =51-75%,Grado IV =76-100%

1
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La tabla 17 muestra el efecto de la inoculacién de U. maydis en el cubrimiento
de agallas en la mazorca de maiz y la grafica 2 presenta el porcentaje de
mazorcas con cobertura agallas de grado Ill y IV en cada tratamiento. Segun los
resultados que se muestran en la tabla 18 y la gréafica 2, los tratamientos B, D, E,
F y H fueron los mejores, ya que mas del 60 % de las mazorcas de dichos

tratamientos presentaron grado de cubrimiento Il y IV.

Para el andlisis de estadistico se consideraron los porcentajes de cubrimiento de
51-75 y 76-100% (grado Il y IV). Como se puede ver en la tabla 17, el andlisis
estadistico para el efecto de la inoculacion de U. maydis en mazorcas de maiz
en el cubrimiento de agallas, muestra diferencia significativa entre los
tratamientos: T y el resto de los tratamientos; D respectoa A, B, C, E, F, Gy H.
Existieron otras diferencias, que resultaron ser significativas, sin embargo,
destacan las establecidas entre el tratamiento D con respecto al T y el

tratamiento D respecto al A, por presentar un alto nivel de significancia.

Tabla 17. Efecto de la inoculacion de U. maydis en mazorcas de maiz en el
cubrimiento de agallas.

% DE MAZORCAS

TRATAMIENTO CUBRIMIENTO
GRADO lll y IV
DR* DT** SER
D 100 10.04 |a
B 67 8.24 b
E 67 8.24 b
F 66 8.18 b
H 65 8.12 b
C 55 7.46 c
G 55 7.46 c
A 30 5.56 d
DR* Datos T 0 1 €l reales
DT** Datos transformados
(Wx+1)

SE*** Significancia estadistica (0.05). Valores con la misma letra son estadisticamente iguales.
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Gréfica 2 . Mazorcas con cobertura agallas de 51-100% en cada tratamiento.

cubrimiento del 50-100% al inocular U. maydis en la base del jilote con el hibrido
de maiz PNS-4019 . Ulloa (2002), al inocular U. maydis en el centro del jilote, al
inicio de la fecundacion obtuvo el 76.84% de mazorca con un grado de
cubrimiento del 50-100%.

En esta investigacioén, con el tratamiento D(cruza As-A1o) se obtuvo el 100% de
las mazorcas con grado de cubrimiento en el rango 51-100%. En este mismo
tratamiento el 92% de las mazorcas presentaron grado de cubrimiento del 76-
100%. Con este resultado y debido a la estrecha relaciébn que guarda el
cubrimiento de mazorcas con el indice de severidad de la infeccién se espera
que este tratamiento presente altos valores de dicho indice. Cabe mencionar
gue el tratamiento B, correspondiente a la cepa solopatogénica Ag, present6 el

segundo mejor valor del cubrimiento de mazorcas (67%) en el rango 51-100%.
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4.4 Rendimiento de huitlacoche en mazorcas comercializables (RHMC)

El RHMC representa los Kilogramos de mazorcas (con hojas), con cubrimiento

de agallas superior al 50%, en una hectarea de terreno sembrado con maiz.

La tabla 18 exhibe efecto de la inoculacion de U. maydis en maiz sobre el
RHMC. Segun los resultados obtenidos que se muestran en dicha tabla, se
observa que los valores promedio de RHM para cada tratamiento variaron

desde cero a 3,815.49 Kg/ ha para los tratamientos T y D respectivamente.

En el analisis de varianza, para el efecto de la inoculacién de U. maydis en

mazorcas de maiz sobre el RHMC, se observa diferencia estadisticamente

y H; el tratamiento D respecto a A, F y G (tabla 18).

Tabla 18. Efecto de la inoculacién de U. maydis en maiz en el RHMC por

hectéarea.
RHMC

TRATAMIENTO | DR* (Kg/ ha) DT** SE=
D 3,815.49 61.03 a
C 2,423.05 4724 |a b
E 1,722.45 4150 |a b c
B 1,848.10 3942 |a b c
H 1,964.60 36.66 ab c
G 893.71 28.81 b ¢
F 656.46 24.10 b cd
A 345.51 18.41 cd
T 0 1.0 d

DR* Datos reales
DT**  Datos transformados (+/x+1)
SE*** Significancia estadistica (0.05). Valores con la misma letra son estadisticamente iguales.

La grafica 3 muestra los rendimientos en mazorcas comercializables obtenidos

en los distintos tratamientos evaluados. Tratamiento. En la grafica 3 se observa
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que con los tratamientos C y D se obtuvieron rendimientos que sobrepasaron
las 2 Ton /ha .

4000+

3500+

3000+

RHMC 5004
(Kg/ha) 50004
L500+

1000+

500+

A B C D E F G H T
Tratamiento

Gréfica 3. Rendimiento de huitlacoche promedio en mazorcas comercializables
de cada tratamiento.

Garibaldi, en el afio de 2003, obtuvo en su estudio un RHMC de 7, 396 Kg/ha
utilizando altas densidades de plantas y dosis elevadas de fertilizante
nitrogenado.

El tratamiento D (cruza As-Aio) fue el que presentd la mayor cantidad de
mazorcas comercializables con 3,815.49 Kg/ha. Este rendimiento conseguido
fue bastante aceptable, tomando en cuenta el bajo porcentaje de infeccién

obtenido con el tratamiento D y la densidad de plantas usada.

4.5 Rendimiento de huitlacoche limpio (RHL)

El RHL representa los Kilogramos de agallas producidas en una hectarea de

terreno sembrado con maiz.
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La tabla 19 presenta el efecto de la inoculacién de U. maydis en mazorcas de
maiz en el RHL por hectarea vy la grafica 4 muestra los rendimientos de agallas
obtenidos en los tratamientos evaluados. Segun los resultados mostrados en la
con el tratamiento D seguido por los tratamientos H con 1360.30 Kg/ hay el H
con 1,360.30 Kg/ ha. EIl tratamiento T, no presentd rendimiento de agallas de
huittacoche,
El andlisis de varianza para el efecto de la inoculacion de U. maydis en
mazorcas de maiz en el RHL muestra diferencia significativa entre los siguientes
tratamientos: T con respecto a A, E, B, H C, D y D con respecto a los
tratamientos F y G (tabla 19).

Tabla 19. Efecto de la inoculacion de U. maydis en mazorcas de maiz en el RHL
por hectéarea .

RHL
TRATAMIENTO  DR* (Kg/ ha) DT**
D | 207071 | 45.15 a
C 1,332.93 3473 |a b
H 1,360.30 3092 |a b
B 931.43 2985 |a b
E 807.14 2834 |a b
A 282.48 2517 |a b
G 447.39 20.47 b C
F 299.00 16.39 b ¢
T 0 1.00 c

DR* Datos reales
DT**  Datos transformados (~/x+1)
SE*** Significancia estadistica (0.05). Valores con la misma letra son estadisticamente iguales.
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Tratamiento

Gréfica 4. Rendimiento de huitlacoche limpio promedio de cada tratamiento.

Ruiz (1999), obtuvo un rendimiento de huitlacoche limpio de 1,973 kg/ha con el
75% de las plantas infectadas y utilizando una densidad de plantas por hectarea
de 31,250. Ulloa, en el afio 2002, obtuvo un rendimiento de agallas huitlacoche
de 1,678 Kg/ha con el 76.73% de las plantas infectadas en una densidad de
plantas por hectarea 20,800. Garibaldi (2003), logré producir 3,854 Kg/ha de
huitlacoche limpio con el 77.73% de infeccion de plantas y utilizando una
densidad de plantas por hectarea de 62,000.

El mejor rendimiento de huitlacoche limpio obtenido de esta investigacion estuvo
dado por el tratamiento D (cruza As-Ai) con 2,070 Kg/ha de agallas de
huitlacoche, y se logré con tan solo el 56.47 % de plantas infectadas y una
densidad de 45,000 plantas/ha. La cepa solopatogénica A;4 tratamiento H,
presentd el segundo valor mas importante de rendimiento de huitlacoche limpio,
con 1,360.30 Kg/ha
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4.6 indice de severidad de la infeccion (ISI)

El ISI representa el grado de infeccidén producida en la mazorca por efectos de la

inoculacién artificial del hongo.

En la tabla 20 se presenta el efecto de la inoculacion de U. maydis en mazorcas
de maiz en el ISI. Segln los resultados obtenidos que se muestran en esta
tabla, se observa que los valores promedio de ISI para cada tratamiento

variaron desde cero a 70 para los tratamientos T y D respectivamente.

El analisis de varianza para el indice de severidad muestra diferencia
significativa entre el tratamiento T con respecto a los tratamientos A, B, C, D, E,
F, G y H también se observa diferencia entre los tratamientos: A respecto By H ;
D respecto a Ay G (tabla 20).

Tabla 20. Efecto de la inoculacion de U. maydis en mazorcas de maiz en el ISI.

TRATAMIENTO

DR*

D 70.48 8.51 a

H 66.59 7.40 a b

B 51.76 7.37 a b

C 55.66 7.36 a b c
F 50.15 7.22 a b c
E 42.84 6.69 a b c
G 43.15 6.53 b c
A 25.00 5.49 b c

0 1.00 d

DR* Datos reales

DT**  Datos transformados (+/x+1)
SE*** Significancia estadistica (0.05). Valores con la misma letra son estadisticamente iguales.
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La grafica 5 muestra los indices de severidad de los tratamientos evaluados y

se observa que los tratamientos B, C, D, F y H presentaron IS| superiores a 50,

- {Comentario [LCE42]: Sobra

destacando el tratamiento D y H con los mayores valores{. espacio

ISI

Tratamiento

Gréfica 5. indice de severidad de la infeccion promedio obtenido en cada
tratamiento.

Valverde y col., en 1993, obtuvieron un indice de severidad de la infeccién de
46 cuando inocularon a U. maydis en la mazorca (hibrido Sweetie) por el canal
de las sedas, cuando esta empezaban a emerger. Ruiz en el afio de 1999,
obtuvo un indice de severidad de la infeccion de 24.65 efectuando la inoculacion
de U. maydids en el jilote con el hibrido PNS - 4019. En el afio 2002, Ulloa
alcanzé un indice de severidad de 57.63 inoculando al hongo en el centro del
jilote al inicio de la fecundacion del maiz (PNS - 4019). Garibaldi, en 2003,
utilizé fertigacion nitrogenada y el mismo método de inoculacién de Ulloa (2002)

y report6 un indice de severidad de infeccion de 41.78.



Resultados y discusion

En este estudio el valor de indice de severidad de la infeccion mas elevado
estuvo dado por el tratamiento D (cruza As-Aip ) con 70.48. Sin embargo el
tratamiento H (cepa solopatogénica A;s) presentd el segundo valor mas
importante con un indice de 66.59 siendo los tratamientos C y H

estadisticamente iguales.

4.7 Analisis bromatoldgico del huitlacoche

Para el andlisis bromatolégico del huitlacoche, se seleccionaron los cinco
mejores tratamientos en cuanto al porcentaje de infeccién presentado, ademas
se incluyé el tratamiento “L” que corresponde al huitlacoche obtenido de la
cruza ITSON C, - C3; estudiada en otras investigaciones. Estos andlisis
bromatolégicos consistieron en la determinacion de grasa proteina y fibra,

empleandose para esto métodos estandarizados de andlisis.

La tabla 21 se exhibe el analisis de varianza y composicidon del huitlacoche de
los tratamientos B, C, D, E, Hy L. En base a los resultados que se muestran en
la tabla 21, se observa que para el contenido de humedad del huitlacoche los
valores oscilaron entre el 87.37%, para el tratamiento B, al 88.61% para el
tratamiento D. El contenido de cenizas sufri6 cambios que van del orden de
3.08% para el tratamiento E, a 4.87% para el tratamiento D. El porcentaje de
grasa fluctué entre 2.04% para el tratamiento L, y 3.40% para el tratamiento D.
En lo que respecta al contenido de proteina los resultados variaron desde un
minimo de 9.35% para el tratamiento L, hasta un valor maximo de 12.43% con el
tratamiento D. El contenido de fibra varié de 3.08 a 4.47%, para los tratamientos

E y C respectivamente.

Aungue las diferencias que se observan en la composicién del huitlacoche (tabla
21) son minimas estas resultan ser significativas en todos los casos. Las
diferencias  altamente significativa se establecieron como sigue: para el

porcentaje de humedad la diferencia se presentd entre los tratamientos D y B;

.
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en el porcentaje de ceniza la diferencia se establecié entre el tratamiento D
respecto al tratamiento B; en el porcentaje de grasa se establecié entre los
tratamientos D y E; en el porcentaje de proteina se observé diferencia entre el
tratamiento D y L; y en el porcentaje de fibra la diferencia mas marcada estuvo

dada por los tratamientos Cy L.

En las graficas 6 y 7 muestran la composicion de huitlacoche obtenido en los
tratamientos B, C, D, E, H y L. En la grafica 6 se observa el contenido de
humedad del huitlacoche y en ella destaca el tratamiento D con el mayor
porcentaje de humedad. La grafica 7 muestra el contenido de cenizas, grasa,
proteina y fibra del huitlacoche analizado, en ella el Tratamiento D es el
sobresale, ya que se presenta los mas altos valores de % de cenizas, % de
grasay % de proteina. El tratamiento C es el que presenta el m4s alto valor en

cuanto al % de fibra.

88.8

88.6

% de 88.4+
88.2+
humedad 3.
B7.81

87.6

87.4

87.21

87

86.8

86.6

N\

N\

N\

B C D E

Tratamiento

Gréfica 6. Contenido humedad del huitlacoche obtenido de los tratamientos B,
C,D,E,HyL.
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Tabla 21. Composicién del huitlacoche de los tratamientos B, C, D, E, Hy L.

% DE CENIZAS % GRASA % PROTEINA* % FIBRA CRUDA
Tratamiento | 9% DE HUMEDAD  Tratamiento (Base seca) Tratamiento (Base seca) Tratamiento (Base seca) Tratamiento (Base seca)

Promedio SE Promedio H SE Promedio SE Promedio SE Promedio SE
D 88.61 a D 4.87 a D 3.40 a D 12.43 a C 4.47 a
© 88.23 b L 4.50 b B 3.17 a b H 11.89 a B 4.00 ab
E 88.16 b H 4.29 b C 3.16 a b © 11.71 a D 3.79 abc
L 88.11 b C 4.07 b c H 2.96 a b E 11.56 a L 3.35 b c
H 87.60 c E 3.89 cd L 2.47 b c B 10.22 b H 3.21 b c
B 87.37 c B 3.08 c E 2.04 8 L 9.35 b E 3.08 c

* Factor de conversion de proteina N x 6.25

SE = Significancia estadistica (0.05). Valores con la misma letra son estadisticamente iguales.
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Gréfica 7. Composicién del huitlacoche obtenido de los tratamientos B, C, D, E,
HyL.

Vanegas y col.,, (1993), evaluaron el efecto del genotipo de maiz en la
composicion quimica del huitlacoche. Como resultados obtuvo contenidos de
proteina en el rango de 10-14.5% (base seca), ceniza de 3.4 a 6.2% y de grasa
2.7 a 6.5%, concluyendo que la composicion proximal del huitlacoche depende
del hibrido de maiz en que es producido. Valverde y Paredes en 1993,
determinaron la composicién de huitlacoche de tres localidades de México,
reportando; un contenido de humedad en el rango de 91.6 a 93.2%; el
porcentaje de proteina estuvo en el rango de los 11.5 y 16.4%; grasa de 1.6 a
2.3 %. Concluyendo que la composicion proximal del huitlacoche varia entre

distintas localidades donde es producido.

El tratamiento D correspondiente a la cruza As-Aio, fue el que presenté los
mayores contenidos de humedad, ceniza, grasa y proteina con 88.61%, 4.87%,
3.40% vy 12.43 % respectivamente siendo estos valores superiores a los

obtenidos con la cepa ITSON C,-Cs.



V. CONCLUSIONES

@ El mayor porcentaje de plantas con infeccion de huitlacoche fue de
56.47% y se obtuvo con la cruza As-Ajo. La cepa solopatogénica Ay4, fue

el segundo mejor con 46.92%.

@ EI 100% de las mazorcas infectadas con la cruza As-Aio, presentaron
grado de cubrimiento de 51-100% . En este mismo tratamiento el 92% de

las mazorcas presentaron grado de cubrimiento del 76-100%.

@ El mayor rendimiento de huitlacoche en mazorca comercializable (mas
de 50% de agallas en la mazorca) registrado fue de 3,815.49 kg/ha y se
obtuvo con la cruza As-Ayp.,
@ El mayor rendimiento de huitlacoche limpio (solo agallas) fue de 2,070
kg/ha y se obtuvo con la cruza A4-Aip. El segundo mejor valor estuvo

dado por la cepa solopatogénica A4, con 1,360.30 Kg/ha.

@ El mayor indice de severidad de la infeccion fue de 70.48 y se obtuvo
con la cruza As;-A1p La cepa solopatogénica A4 presentd el segundo

mejor indice con 66.59.

@ La cruza A4-Ai, fue la que presentd los mayores contenidos de
humedad, ceniza, grasa y proteina con 88.61%, 4.87%, 3.40% y 12.43

% respectivamente.

=
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Conclusiones

@ La cruza As-Ajo resulté ser la mejor cruza para ser utilizada para la

producciéon masiva de huitlacoche.



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda que:

& La inoculacion de Ustilago maydis en la mazorca de maiz se realice en la
misma etapa de fecundacién (emergencia inicial de los estigmas).
Generalmente en el maiz, esta etapa no se presenta en forma uniforme, por
lo que se debera inocular a medida que se vaya presentando ésta, aunque
se tengan que realizar dos o mas labores de inoculacién, esto con el fin de

obtener mejores resultados de infeccion y produccion del hongo.

@ La cruza A4-Aip, asi como las cepas solopatogénicas Ais y As, sean
probadas en otros hibridos o variedades de maiz, en otras épocas de

siembra y con dosis mas altas de fertilizacién nitrogenada.
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Agalla

Basidio

Basidiospora

Carboén

Cariogamia

Cepa

Ciclo de vida

Compatible

Cultivo

Dicarion

Diploide

Espora

Estigma

Haploide

Glosario

Dilatacion o crecimiento excesivo que se produce en un
tejido de las plantas causado por hongos o insectos
parasitos.

Estructura en forma de mazo que porta las basidiosporas.
(Basidion = base pequefia; sporos = semilla) espora que se
forma sexualmente y se localiza sobre un basidio,
generalmente formada en numeros de cuatro.

Enfermedad ocasionada por los hongos Ustilaginales, se
caracteriza por la formacibn de masas de esporas
polvorientas y obscuras.

Fusion de dos nucleos.

Progenie de un solo aislamiento en un cultivo puro, aislado;
conjunto de aislados semejantes, una raza.

Sucesion de estados, siguiendo fases particulares de
desarrollo de una espora, con culminacion en alguna fase
de la espora.

Parejas sexuales de hongos que son capaces de producir
un cultivo fértil el uno con el otro.

Crecimiento de organismos, usualmente en un medio
artificial para uso experimental o industrial.

Célula o hifa haploide, con nuacleos de dos tipos
genéticamente diferentes y estrechamente asociados en
pares.

Célula que tiene el doble nimero de cromosomas (2n).

Unidad reproductiva de los hongos, constituida por una o
varias células. Es andloga a las semillas de las plantas.

Pelos o sedas de los elotes.

Tiene un grupo o numero reducido de cromosomas en un
nucleo.



Glosario

Hialina

Hifa

Hiperplasia

Hipertrofia

Hospedero

Infeccién

Inocular

Jilote
Micelio

Parasito

Patdégeno

Plasmogamia

Promicelio

Teliospora

Tumor

Incoloro, transparente.

Unidad estructural filamentosa de los hongos, usualmente
septada y consiste de varias células en sucesion lineal.

Aumento excesivo del volumen de una planta debido a un
aumento en su divisién celular

Desarrollo anormal de una planta debido a una elongacién
celular.

Organismo vivo que provee alimento y proteccion a un
parasito que vive en o sobre él.

Establecimiento del patdgeno en un hospedero después de
una invasion.

Introduccion de microorganismos 0 sustancias que
contienen microorganismos en un sistema.

Inflorescencia pistilada del maiz, antes de la fecundacién.
Masa de hifas, que constituye el soma de un hongo.

Organismo que obtiene su alimento y vive a expensas de
otro organismo vivo.

Parésito que causa enfermedad o muerte al hospedero.
Fusion del citoplasma de dos protoplastos.

Hifa corta que se produce por la germinacion de una
teliospora, constituye un basidio.

Espora sexual de resistencia y de pared gruesa que sufre
cariogamia y produce el basidio.

Crecimiento excesivo, desordenado y maligno que sufren
los tejidos.
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