UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LECN

FACULTAD DE AGRONOMIA

EVALUACION DE METODOLOGIAS PARA LA
INDUCCION ARTIFICIAL DE
HUITLACOCHE

" POR

MARIO ALBERTO LEAL CHAPA

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER
El. GRADO DE MAESTRIA EN CIENCIAS
EN PRODUCCION AGRICOLA

JULIO, 1996







LT

1111111111



TNV 1) Bwouosy YOELOIEIE

12553






EVALUACION DE METODOLOGIAS PARA LA INDUCCI SN

ARTIFICIAL DE HUI TLACOCHE

Aprobacidén de la Tesis:

Ph.D. JCSE DE LA GARZA GONZALEZ

esor de la Tesis)

e X e

M. C. MA()RILIO QARnrxéz RODRI GUEZ Ph.D. EMILIQ OLIVARES SAENZ

{Coasesord (foasesor)
ﬂ%
Dra. MARIA ELI CARDENAS CEERDA
Cloa 2

Ph. D. RIGQE%ETO GONZALEZ GONZALEZ
Subdirector de Estudios de Posgrado

Julio de 19096
Marin, Nuevo Ledn, Méxdco.

ii



A MANERA DE PROLOGO

México cuenta con una gran diversidad de honges, de
los cuales muchos de ellos son comestibles; la tradicidn en

su censumo proviene desde la época prehispanica.

El interés por su explotacidén comercial ha sidoe muy
iimitada, debido en parte a la falta de una tecnologia

adecuada para ello.

La produccidn de hongos comestibles practicamente se
ha enfocado a dos especles: Agaricus y FPleurotus. La
primera, basada en una tecnologia dependi ente del
extranjero; la segunda, con una lLecnologia desarrollada en

el pais.

Sin embargo, relativamente pocos estudios se han hecho
con &l huitlacoche, cuya tradicién de consumo se remonta a

la época de los aztecas.

En el presente trabajo se ha tratade de contribuir en
el conccimiento del manejo de Ustilago moydis para la

obtencién de huitlacoche.

Este trabajo sin duda alguma, ha sido posible gracias
a la ceolaboracidn de un sinntmero de personas, entre ellos:
asesores de tesis y profesores de cursos de maestria,
quienes brindaron un excelente apoyc académico; condicipulos
de maestria, que =in su ayuda no hubiese sido posible llevar
a cabo las actividades de campo; mi esposa y mis hi jos,
qui enes dieron un gran apoyo moral ; compatriotas
coniribuyentes, que graclas a sus impuestos fue posible
recibir una beca de apoyo econdmi co; asi como a
instituciones como la UANL, la FAUANL y el CONACYT., sin las

cuales no hubiese sido posible realizarlo.

A todes ellos quierce expresar mi mas sincero

agradecimiento.

El Autor.
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RESUMEN

MARIO ALBERTO LEAL CHAPA Fecha de Graduacion: Julio, 1996

Uni versidad Autdénoma de Nuevo Ledn

Facultad de Agronomia

Titulo del Estudio: EVALUACION DE METODCLOGIAS FPARA LA

INDUCCION ARTIFICIAL DE HUITLACOCHE

Namero de Paginas: 785 Candidato para el grado de Maestria

en Ciencias en Producclidn Agricola.

Area de Estudio: Fitopatologia

Metodologia: Se realizaron pruebas para la induccidn

artificial del carbdn comin del maiz [Ustilago moydis
CDCY Cordal en la FAUANL, municipico de Marin, N.L.,
Méxdico, en el ciclo primavera-veranoc de 1995, El
propésito del experimento fue evaluar siete factiores con
niveles contrastantes en un disefio de blogues al azar con
tres repeticiones bajo un arregleo Taguchi La, midiéndose
el porcentaje de incidencia de huitlacoche. Los factores
evaluados para inducir =1 huitlacoche fueron: tipe de
1ndcule, usando una suspensién de teliosporas y de
basidicsporas; frecuencia de inoculacidn, con una y dos
aplicaciones; concentracién de indculo, empleandc 1 x 10°
¥y 1 x 10° células- ml; modo de aplicacidn, siendo endgena
y exdgena; genotipe de maiz a infectar, utilizando al
Blanco Aleman y el H-422; nivel de fertilizacidén, con
base en la férmulas O-0-0 y 100-40-0C; asi como 1la
densidad del cultivo a infectar, con 35 000 y 55 000
pl-ha. Las teliosporas se obtuvieron de mazorcas
infectadas en forma natural colectadas en la misma
regidén. El indculo de basidiosporas consistid en una
mezcla de cuatro lineas obtenidas por micromanipulacién a
partir de la germinacidn de teliovsporas.

Resultados y Conclusiones: La media general de los factores

evaluados fue de 12.85%, la incidencia natural fue { 1%
De los factores evaluados, sdlo el tipo de inédculo y el
modo de aplicacidn mostraron diferencia estadistica entre
sus niveles con p = 0,048 yv p = 0,001, respectivamente.
Para la induccidn artificial del huitlacoche se considera
que puede emplearse basidiosporas como indculo
aplicAndolas en forma enddgena a los jilotes de malz.

ASESORES: Ph.D. JOSE LUIS DE LA GARZA G., Dra. Ma. ELIZABETH

CARDENAS CERDA, M.C. MAURILIO MARTINEZ RODRIGUEZ,
Ph.D. EMILIO OLIVARES SAENZ.
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ABSTRACT

MARIO ALBERTO LEAL CHAPA Graduation date: July, 1996
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Agronomia

Title of work: EVALUACISN DE METODOLOGIAS PARA LA
INDUCCION ARTIFICIALL DE HUITLACOCHE

Pages: 75 Degree candidat of: Maestria
en Ciencias en Produccidn Agricola.

Study work: Phytopathol ogy

Method: Test was made for inducing common smut [Ustilago
maydis (DC) Cordal. Field plots were located at the
FAUANL, Marin, N.L., Méx., in spring 1995. The purpose of
this work was to evaluate seven factors with two levels
and replicated three time=s, using Taguchi Le arrangement
in a randomized complete block deszign. Percentage of
infected ears was determined. The factors evaluated to
induce huitlacoche were: 1) type of inoculum: teliospores
and esporidial suspension; 2) freguence of inoculation,
with one and two times; 33 concentration of inoculum,
adjusted to 10° and 10 cells per milliliter; 4>
application manner, were endogenous and exogenocus; 82
corn genotypes, Blanco Aleman and H-422; B)Y fertilization
level, with O-0-0 and 100-40-0; 7) population density,
35 000 and 5% 000 pl-rsha. Teliospores from naturally
infected ear of field corn colected at the region. The
sporidia inoculum consisted in a four line mix removed by
micromanipulation from teliospore germination.

Result and Conclusion: Mean of incidence of ear gall was
12.85%; naturally infected was < 1%, Only the type of
incculum and the application manner showed statistical
differences between its levels with p=0.048 and p=0. 001,
respectively. Artificial induction of huitlacoche may be
carried out using sporidial endogenous injection into
corn ears.

ASSESSOR: Ph.D. JOSE LUIS DE LA GARZA G., Dra. Ma. ELIZABETH
CARDENAS CERDA, M.C. MAURILIO MARTINEZ RODRIGUEZ,
Ph.D. EMILIO OLIVARES SAENZ.



CAPITULO 1

INTRODUCCI SN

Ustitageo moydis (DCD Cda. es el hongo causante del
carbédn comin del maiz vy, en México se sabe gque, cuando
ataca a las mazorcas del maiz forma en sus granos agallas
comestibles denominadas huitlacoche. Si bien es cierto que
este hongo ha side estudiado durante muchos afios como
patdgeno del maiz, sélo recientemente se han estado haciendo
estudios para la produccién comercial de huitlacoche, aungque

muchos de ellos en el extranjero.

A diferencia de otros cultivos agricolas, los hongos
susceptibles de ser cultivados que existen en México al
parecer atn no Soh  muy atractiveos para su explotacidén, ya
que é&sta se reduce a la colecta que realizan los habitantes
conocedores de las propias zonas en donde crecen en forma

natural.

La produccién de heongos comestibles se redurce al
champifitn (Agaricus bispeorus? de origen europeo Jue poco
antes de 1940 ha sido cultivado a escala comercial, y a las
llamadas setas (Pleurctus ostrectus) cuya produccidn inicia
en 1974 (Martinez et al., 19913, Por lo general, la
tecnologia para su producceidédn depende del extranjero, aungue

altimamente sSe han realizado esfuerzos notables en el género



Pleurotus para el desarrollo de tecpoieogia y obtencidn de
cepas a partir de especies que crecen en forma natural en
este pais (Martinez y Larqué, 19280; Garcia y Villegas, 1%92;

Guzman e? al., 1884>,

Los estudios acerca de U. maydis desde el punto de vista
alimentaric han sidec pocos relativamente; aungue provoca una
enfermedad ampliamente distribuida del maiz, en su estado
vegetativo es una alimento muay cotizadeo y, preparado , se le
considera come un platille scofisticado de la cocina

mexicana.

La importancia de los daBos que causa esta enfermedad
varia segin el lugar de infeccidn enm la planta. Les
agricultores saben que los daficos por UV maydis se deben
basicamente al presentarse el atague en la mazorca y es
cuando puede presentarse una reduccién en el rendimiento.
Sin embargo, esto no es visto precisamente como dafio, pues
en la mayor parte de los lugares de México en gue se culiiwva
maiz, es frecuente cbservar gque las mazorcas infectadas son
empleadas como un elemento mis en la dieta humana (Lépez,

1988,

Los trabajos realizados en el desarrolleo de una
tecnoleogia para la produccién del huitlacoche desde el punto
de vista alimentario han sido enfocados a desarrollar una
metodologia para inducir la formacidn de agallas en la
mazorca Yy, a la wvez, a detectar genctipos de maiz

suscept.ibles a la enfermedad.

BIBLIOTECA Agronomia U AN L



FPara la formacidén de agallas se han hecho inoculaciones
en los distintos estadeos fenoldgicos de la planta asi como
en diferentes sitions tales como: semlla, talle y jilote.
Como indculo se han utilizado teliosporas o basidiosporas en
spolucicones acuosas a diferentes concentraciocnes, hasta
espolvoraciones de teliosporas directamente sobre la planta
o al suvelo. Se han realizado ensayos con diferentes
variedades e hibrides bajo diferentes condiciones
agrondmicas tales como densidad, fertilizacidn ¥y fechas de

siembra.

Ne obstante, no ha sido posible obtener una técnica de
inoculacién gue produzca de manera confiable y consistente
un alto porcentaje de incidencia con un alto gradoe de
severidad, ya sea para programas de mejoramiento de maiz o

para la produccidén de huitlacoche.

Con base en lo antericr y tratando de contribuir en el
conoccimiente y manipulacién de la infeccién para la
producci®n de huitlacoche, ya sea con enfoque alimentario o
para seleccidn de genctipos resistentes de maiz, Se
considerd conveniente realizar el presente trabajo a fin de
evaluar diferentes métodos para provocar artificialmente
la infeccidén en malz con . maydis para la obtencidn de

huitlacoche.

Objetivo general:
Comparar metodologias de infeccidn sobre la incidencia y

severidad de Ustilago maydis en maiz, para la obtencidn de

3



huitlacoche,

FPara esto se disela un trabajo en ol cual se
consideraron los factores: clase de indcule, frecuencia de
inoculacidén, concentracién del indculo, medo de aplicacién,
genotipo de maiz a2 infectar, nivel de fertilizacidn asi como

densidad del cultivo a infectar.

Tomando en cuenta lo anterior se plantea la siguiente
hiptiesis:

Mediante una metodologia de infeccidn en malz con
Ustilago maydis es posible inducirlo para la obtencidén de

huitlacoche.



CAPITULO 2

LI TERATURA REVIZADA

El carbén comin del mafiz, causado por Ustilago
moydis (DC) Cda., es una enfermedad que se presenta en casi
todos los lugares en que se cultiva dicha especie (Agriocs,

1888; Christensen, 19863, De la Garza, 1974; De Leon, 1284D0.

Este hongo Unicamente parasita al maiz (Zea maysd y al
teosintle (Fuchlaena mexicanad; se presenta sdlo en las
partes aéreas de dichas plantas atacande tallos, hojas,
mazorcas Yy espigas, manifestindose con la formacidn de
agallas en la zona infectada CAgrios, 1989; Alexopoulus vy

Mims, 1979; Christensen, 1963; De la Garza, 1874).

Se desconcce cuil es su centro de crigen; sin embargo,
dade que es un patdgeno especifico del maiz, puede
considerarse que es originario del mismo lugar del maiz. En
la actualidad practicamente tiene una distribucidén universal
Ya que ocurre en casi todas las regiones productoras de

maiz CAgrios, 1889; Alexopoulus y Mims, 1972).

En México se le conoce desde la ¢época
prehispanica; los aztecas conocieron esta enfermedad vy
fueron guienes le dieron el nombre de "cuitlacochtli®™,
mismo gue fue moedificado a "huitlacoche" 2 la llegada de

los espafioles (Valverde et al., 1993>. La herencia dejada



por estas culturas indigenas, quienes conoecian las
propiedades cul:irarias, farmaceldgicas y psicolerapguticas
de los honges (Guzman, 139B42, muestran gue el huitlacoche
es un alimento muy apreciade cuyos origenes gastronédmicos
se remontan a la época de los aztecas C(Pope y McCarter,

19322,

U. maoydis fue llevado a europa por 1los espafioles
apareciendo los primeros reportes de este hongo hacia 17T0.
En 17860-81 se iniciarcn leos estudios sobre esta enfermedad
enn Francia; sélo hasta 1836 se le reconcoce como hongo
l1lamandosele Ustilagoe zeae, mismo que fue cambiado =n 1844 a
Ustilage maydis CDCD Corda por Stevenson y Johnson

{Christensen, 19063D.

2.1 Ubicacidn Taxondmica de Ustilage moydis
Una de las caracteristicas de la enfermedad que
origina este hongo es producir, una vez gue ha madurado,
masas de esporas polvorientas negras similares al hollin y
Ltener por hospedero a una graminea, por lo que se le incluye
en el grupo de los carbones de los cereales; por tal razén
se le denomina carbdn del maiz CAgrios, 1989; Alexopoulus y

Mims, 19795.

Popularmente se le dencmina cuitlacoche, gliitlacoche o
huitlacoche, nombres gque proceden. segGn Martin del Campo
{mencionade por Lépez, 1986 de la palabra nahuatl
“cuitlacochtli*, mencionande que esta palabra compuesta

procede de los vocablos cultlaCtl) (suciedad, basura o
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excremento) y cochtli {(dormidod.

Independientemente de su significado, el cual quizas
implica conceptos agrondmicos, esta palabra era utilizada
por los aztecas, misma gque fue meodificada a huitlacoche por

la influencia del idioma espaficl (Valverde et al., 1993,

Segun el sistema de clasificacidén de cinco reines
propueste por R.H. Whittaker en 1968 (Alexander et al.,
1986; Ville, 18910, la posicidn taxondmica de este hongo es
la siguiente (Alexopoulus y Mims, 1979; De la Garza, 18974;
Ville, 19912

Reino. . ... De los Hongos (Fungil

Subreino. . Eumycota

Rama...... Amastigomycota
Filo...... Basidiomycota
Clase. .... Basidiomycetes

Subcl ase. . Hetercbasidiomycetidae

Orden. .... Ustilaginales
Familia...Ustilaginaceae
Género. .. . Ustilage

especie. . . .maydis

2.2 Descripcidn Morfoldégica
U, maydis pasa por una terie de etapas en su ciclo de

vida en las gque se presentan cinco estructuras que lo

caracterizan.

Inicia Ccomo teliospora dicaridética, sigue como

2R IOTECA Acronomia U A N.L.



basidiospora, luege como micelio hapleoide y por ultime como
micelio dicaridtico, gue sSe transforma nuevamente en
teliospora CAgrios, 1989; Alexcpoulus y Mims, 1879; De la

Garza, 1974D.

Sélo en la etapa de micelic dicaridtico presente en el
hospedero es cuando ocurre la formacidn de agallas, sintoma

caracteristico de la enfermedad.

La teliospora es un tipo de espora esférica o
elipseidal, de color café oscuro a negro, con protuberancias
en forma de espinas, de siete a once micrdmetros de
di ametro, con capacidad para resistir las condiciones
adversas del ambiente; posee dos nucleons haploides y  al
germinar presenta cariogamia, meiosis y mitosis; la pared
se abre emitiendo un cuerpeo tubular llamade basidic o
promicelic, generalmente con cuatro células haploides que se
transforman en basidiosporas CAgriocs, 198%9; Christensen,

1963).

En los trabajos con U. moydis es frecuente observar el
emplec de palabras como c¢lamidospora {(Christensen, 1963;
De la Garza, 1974; Raynal, 1974), brandespora CPuhalia,
19882 y teliospora CAgrics, 18989; Alexcpoulus y Mims, 1879;
Pope y McCarter, 19920, para referirse a esta espora
dicariética. Dade que teliospora, etimolédgicamente hace
referencia a un tipo de espora tardia o terminal, en el
presente trabajo se ha decidido usarla para referirse a esta

espora que se cobtiene directamente de la agalla cuando ya ha
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madurado ¥ son las que le dan la apariencia polvorienta.

La basidiospera, también llamada esporidio, es
cvalada, hialina, de tamaFo muy variade entre 132 a 28 um,
con nUcleo haploide, y constituye la fuente de inéculo
primario; puede dividirse por gemacldn produciendo
esporidios secundarios o puede germinar en la superficie del
hospedero, produciende una hifa haploide (Agrios, 1989;

Christensen, 1863; De la Garza, 1974).

El micelio haploide estd formado biasicamente por hifas
haploides provenientes de la germinacién del esporidic;
puede penetrar la epidermis, sin embargo, posee un
crecimiento limitado y puede morir a no ser que se fusione
con otra hifa hapleoide compatible. Si esto tGltimo ccurre, se
forma wna hifa dicaridtica CAgrios, 1989; De la Garza,

19745.

El micelio dicaridético esta formado por hifas
dicaridticas, con dos nGclecs haploides compatibles, de
mayor diametro que la anterior, con capacidad para
desarrollarse en los tejidos de la planta. Estimula a las
céiulas del hospedero para gue sufran hipertrofia e

hiperplasia (Agrios, 1989).

La agalla es un tumer que se presenta en la planta
infectada; es el sintoma caracteristico de la enfermedad.
Puede presentarse en el tallo, hojas, espigas © en los

granos de slote. Se forma con el crecimiento desmesurado de



las células del tejide infectado. Inicialmente estan
cubiertas por una membrana blanca encerrando a las células
hipertrofiadas del hospederc ¥ el miceliec del hongo.
Conforme maduran, la membrana ses torna gris plateado o
plomizeo, alcanzando dimensiones de hasta 15 cm de diametro;
al fimal, el micelioc gque ha invadido a2 las células del
hospedero se& transforma en teliosporas. mismas Qque son
liberadas al romperse la membrana de la agalla CAgriocs,
ie89; De la Garza, 19743. La cantidad de telicosporas en una
agalla de tamafio regular puede ser poco mis de 200 mil

millones {(Christensen, 19632.

2.2 Ciclo de Vida
V. maydis es un honge que sélo es capaz de completar
su ciclo de vida parasitande a Zea mays UTmaizd o a Euchlaena
mexicana (tecsintle) CAgrios, 18989; Christensen, 1863; De
la Garza, 18740, basAndose en un ciclo sexual haplonte con

una larga dicariofase CPuertas, 1992,

A partir de la germinacidén de una teliospora con dos
nicleos haploides, se presenta la caricgamia y la meiosis,
dando lugar a la formacidén de una tétrada de nicleos
haploides. Estos se distribuyen a lo largo del basidio o
promicelic emitide por la teliospora durante el proceso de
germinacidén. El basidioco se divide en cuatro células, cada
una con uno de los ntucleos haploides, formande cuatro

basidiosporas CAgrios, 1989).

Una basidiospora mediante la gemacidén forma nuevas
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basidiosporas idénticas entre =i o bien, al germinar, puede
dar un micelioc primario formado por hifas haploides; al
crecer el micelio primario puede fusicnarse con una hifa
compatible de otro micelio primarioco formandoc un micelico
secundario en el cual cada célula es dicaridtica, esto es,
con dos nicleos provenientes de cada uno de logs dos micelios

primaries (Christensen, 19630,

El micelic secundario, si posee capacidad patogénica,
invade al hospedero estimulando a las células del mismo para
que sufran hipertrefia e hiperplasia formindose las

caracteristicas agallas (Agrics, 1989; De la Garza, 1974).

El hongo crece ¥ se desarrolla a expensas de las
cédlulas del hospedero; al madurar, la mayoria de las células
dicaridéticas se transforman en teliosporas, las cuales seran
liberadas al romperse la agalla, reiniciandose el proceso
si las condiciones son favorables CAgrios, 1989;

Christensen, 1363D.

La fusidn de las hifas haploides asi comoe la
patogenicidad estan reguladas genédticamente por un sistema
telrapolar en el que intervienen dos genes denominados a y
b; el primero se encarga de regular la capacidad de fusidén
de las hifas ¥ el segundo regula la capacidad patogénica
del hongo CFincham et al., 1974; Holliday, 1974; Kronstad y

Leong, 1990; Snetselaar y Mims, 1993D>

£l gene o presenta dos alelos y el gene b, alelos
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miltiples mencionAndose poco mas de 28 alelos (Christensen,
1983; Fincham ot al., 1974; Holliday, 19742 hasta 33 alelos

CBolker et al., 1992D.

Para formar el micelio secundario con capacidad
patogénica se regquiere de la fusidén de dos hifas con alelos
a ¥y alelos b diferentes; esto es, la unidn de dos hifas
gendticamente diferentes en sSus genes a¢ v b, a las gue se
les denomina hifas compatibles. Si ocurre dicha unién, U
maydis puede completar su cicle de vida dentro del hospederc

CAgrios, 198%2: Christensen, 1963D.

Sin embargo, agn no se conoce por completo su ciclo de
vida, pues no se sabe cdmo ocurre la infeccidn en el
hospedero (Paredes, 18993; Snetselaar y Mims, 1893>, cdmo las
fercmonas de la planta estimulan su crecimiento en la misma,
ni los factores que influyen en la composicidn gquimica del

huitlacoche (Paredes, 1393>.

2.4 Eticlogia y Desarrollo de la Enfermedad

. maydis es un hongo fitopatégeno gque ocasiona la
enfermedad denominada carbén del maiz, cuye sintoma
caracteristico es la formacidén de agallas; éstas, al
principic son de coler blance plomizo ¥y al madurar,
grisaceas con dimensiones de hasta 15 cm, con su interior
lleno de una masa polvorienta de esporas oscuras. Permanece
viable durante wvarios affios en el suelc en forma de

teliospora (Agrics, 1989; De la Garza, 1974D.
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Cuando las condiciones son favorables las teliosporas
germinan produciendo basidiosporas gue pueden ser
diseminadas por el viento, animale=s, manejo cultural e
incluso salpicadas por la lluvia hasta el hospedero. Ahi,
las basidiopsporas pueden germinar en la superficie
desarrellando una hifa gque puede penetrar en las eélulas
epidérmicas; su crecimiento se detendra e incluso morira a
menos que contacte ¥y se fusione con otra hifa compatible. Al
fusicnarse se forma una hifa dicaridética gue al
desarrollarse formaria un micelio gque puede provocar 1la
infeccidén. Para gque éstic ocurra, =se requiere de tejido en
crecimiento activo; entonces las celulas del hospedero son
estimuladas para gque sufran hipertrofia e hiperplasia,
iniciandose la formacidn de agallas. El micelio crece a
expensas de las células modificadas gue se colapsan ¥y
muleren; las células miceliales dicariéticas posteriormente
se transferman en teliosporas gue seran liberadas al
romperse la membrana que cubre a 1la agalla. Si las
teliosporas caen en tejidoc meristematico de maiz., pueden
producir nuevas infecciones; si caen en el suelo,
permaneceran en &1 hasta presentarse las condiciones
favorables para su germinacidén. En caso de no romperse la
agalla, permaneceran en los restos del maiz CAgrios,

1989; De la Garza, 19743.

2.5 Limitante Econémico
El carbdn comin del maiz ocurre en casi todas las

regiones productoras de maiz CAgrios, 1983; De la Garza,
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1974; De Ledn, 1984)>.

Ataca las partes aéreas de la planta. La enfermedad es
mas severa en la etapa de plantula con estado de crecimiento
activo, provocandole enanismo o la muerte (De Ledn, 18984).
Si la wvariedad es genéticamente susceptible, le puede
provocar severos dafios (Agrios, 1989; Alexopoulus y Mims,

1879; Christensen, 18863D.

Se caracteriza por la presencia de agallas en 1las
diferentes partes de la planta. 5Si se desarroclla en tallos y
heojas, probablemente su dafo relative sea bajo. El mayor
dafo l1© hace cuando =se presenta en la mazorca, ya gue los
granos son reemplazados por agallas con masas polvorientas
de esporas e incluso las puede destruir completamente

CAgrios, 1i989; Alexopoulus y Mims, 19795.

El carbén ocurre con mayvor frecusncia en areas calidas
y moderadamente secas (Agrios, 1898Y9; De la Garza, 1374).
De lLeén (19840 menciona que puede ser mMmas severoc en
ambientes himedos vy templados que en los calientes vy
himedos; por su parte Girdnm (19940 sefiala que un clima

templado ¥y caliente con viento seco favorece la enfermedad.

La pérdida econdmica por esie patdégenc puede variar
desde un valor insignificante hasta un 10 peorciento. Si el
maiz es una variedad susceptible, en algunos lotes pueden

tenerse pérdidas cercanas al 100 porciento.

La reduccién en el rendimiento en Estados Unidos de
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América wvaria de uno a cinco porciento, aunqgue bajo
condiciones epifiticas puede llegar al 10 porciento. Antes
del desarrollo de hibridos resistentes, en algunos campos se
tenia hasta el 70 porcientoc de las plantas infectadas, lo
cual ne sdéle reducia el rendimiento, sino también
incrementaba las dificultades y costos en el proceso del

maiz dulce C(Christensen, 19632.

En México se desconocce la magnitud de los dafies
econtmicos gque ocasiona (Lépez, 1988). Se le considera como
una enfermedad potencial si se presentan las condiciones de
clima favorable (Girén, 19894D. Sin embargo, por lo regular
en Areas extensas en donde se empl ean variedades
resistentes, las pérdidas en el rendimiento de grano son

menores al dos porciento CAgriocs, 18832).

Para su control, la sanidad y la rotacidén de cultivos
son las medidas recomendadas CAgriocs, 1989; De Jla Garza,

1974; Tseng, 1988BD.

Fl uso de genotipos resistentes es otra de las
practicas mis efectivas (Agrios, 1989; De la Garza, 1874;
Pope y McCarter, 189823, pues la seleccidn por resistencia al
carbén ha sido relativamente facil (Poehlman, 1874), aungue
se desconoce la naturaleza ¥ durabilidad de la misma (Pope y
McCarter, 19920; ademas, el hongo presenta una gran
variabilidad en su patogenicidad CAgricos, 1989; Christensen,

1563D.
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2.6 Naturaleza Alimentaria
Cuando la infeccidn de ¢ maydis cocurre en la mazorca
genera agallas a las gue se les denomina huitlaceche (De la
Garza, 1974, Lépez, 1988; Paredes, 1993, Pope y McCarter,

19822,

Lejos de ser considerado como una limitante de la
produccidn, en el altiplano de México Cdonde es mas
utilizado como alimento) se le llega a considerar bendfico
{Lépez, 1988; Villanueva et al., 1892; Paredes, 1893,
siendoc muy popular en los mercados de dicha zona (Lépez,

1986; Mapes et al., 19813.

Fuera de México se habia considerado a U. mavydis con
una dudosa toxicidad al hombre. Diversos autores mencionados
por Christensen (19630 sefflalaban, por un lado, la presencia
de diferentes efectos Léxicos en el hombre y en el ganado al
inhalar © ingerir teliosporas del hongo, y por otre, que no

detectaban efectos nocivos incluso con su ingestién.

Por esos afios, Emmons (18613 menciona que al parecer
existe el conscenso entre leos veterinarios de gue el hongo
no es Léxico al ganado ¥y agrega que algunas persconas estan

acostumbradas a usarlo como alimento.

Pruebas realizadas con cerdos a los que se les
suministré en su dieta teliosporas al uno porciento durante
80 dias, no mostraron diferencia significativa respecto al

grupe testigo en lo que se refiere a la copversidn
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alimenticia, asi como en el conteon de eritrocitos,

leucocitos y cantidad de hemcglobina (Tobi jas et al., 138885,

Aunado a esto, al parecer no se conoce alguna especie
de patédgeno que ataque a las plantas e infecte al hombre o a

los animales (Agrios, 1989).

Ahora bien, se debe tener presente gue el huitlacoche,
al igual que el maiz, puede contaminarse con otros hongos
tales como Fusariwn sp, Aspergillus sp, PFPenicitlium sp,
CPataky, 1991 ; Val verde et al., 19932 que producen
metabolitos secundarios de interés farmacolégico (ITriges vy
Zamprano, 1992), vy también pueden producir sustancias
téxicas tales como la fumonisina, las aflatoxinas y las
occhratoxinas, respectivamente, todas con efecte sScbre la

salud e inclusc econ actividad carcinogénica (Mirocha, 19923.

Aungue se desconocen los factores gue influyen en la
composicién alimentaria del huitlacoche, su calidad
nutriciconal es similar a2 otros hongos comestibles, ya gue su
contenido proteinico (16. 4% se encuentra dentro del rango
de los hongos comerciales (15 a 26.392) tales como Pleurotus
ostreatus, lentinus edodes y Agaricus bisporus, mismos que
han pasado por procescs de selecciédn mientras que U moydis

no ha sido seleccionado (Paredes, 1993).

En México se le aprecia por sus caracteristicas
culinarias: sabor fino y delicadeo, y uUltimamente a npivel

internacional, ya preparado, empieza a ser consideradoc como
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un platillo =ofisticado de la cocina mexicana {(Villanueva et
al., 19923, por lo que ya no se le ve como el carbon del
maiz, sino como el champifidtn del maiz o© como la trufa
mexicana (Paredes, 1993; Pataky, 1991; Pope y McCarter,

1992; Valverde ot ai., 1993D.

Adicionalmente, es frecuente encontirar en recetarics
de periéddicos (p.e. Buena Mesa de "El Norte'd o en
publicacicones periddicas {(p.e. Pasemos a la mesa de
“Selecciones”) diferentes recetas para su preparacidén.
También es usual observar anuncios de restaurantes de la
zona metropolitana de Monterrey, N.L., rcon mends que

incluyen platillos preparades con huitlacoche.

2.7 Manipulacidn Artificial
A U maydis se le considera un fitopatdgeno
facultativo pues puede crecer fuera de su hospedero, en
materia orginica o en un medio de cultiveo artificial; sin
embargo, tUnicamente puede completar su cicle de vida en el

maiz CAgrios, 1288; De la Garza, 1974).

Al parecer, se desconoce cual fue el posible manejo
realizado en la época prehispinica para la obtencidn del
huitlacoche; también se ignora =i lo veian realmente como
un hongo, aungue es posible que no fuese asi. S2 sabe que
los purépechas, guienes c¢onocen claramente a los hongos de
sy regidn, a U, moydis 1o consideran como a una parte del

maiz CMapes et al., 1981D.
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los primeros registros europeos scobre los intentos por
mand pul ar la enfermedad se realizaron en Francia. En
1760-61, Tillet C(mencionade por Christensen, 19630 realizdé
estudios sobre la enfermedad =in tener éxito en inducirla
artificialmente, por lo que se pensd gque la formacidn de
agallas se debla a una acumulacidén de savia gue provocaba la
excesiva dilatacién del tejido celular; este fendmenc
algunos 1o atribuyeron a la presencia del rocieo, a 1a lluvia
e incluso al susle rico e=n materia organica (Christensen,

1963).

En el periodo de 1883 a 1895 Brefeld (citade por
Christensen, 19830 logrdé inducir la enfermedad empleando
para elloc basidicsporas asperjadas a la planta y en el
cogello de la misma; también detectd gue e} tejido
meristemitico es el gue se infectaba. Adicionalmente
demostré que U maydis crece en sustratos nutritivos,

incluyendo el estiércol.

Griffith en 1928, asi como Stakman y Christensen en
1828 <(citados por Lépez, 1988) inocularon plantas con
jeringa hipodérmica Jlogrando excelentes resultados. Masg
tarde, en 1945, Wilkinson y Kent (citados por Lépez, 19881

encontraron una buena respuesta con el método de wvacio

parcial.

El empleco de teliosporas o© de basidiosporas se
convirtié en la técnica usada extensivamente en el campo

para probar ¥ selecciocnar linecas y variedades de maiz
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resistentes al carbdn comin (Christensen, 18B83).

Dado que esta especie es heterotidlica, requiere de la
fusidn de dos lineas compatibles; diferentes autores
mencionaron este hecho. En 1932, Bauch (mencionado por
Puhalla, 1868) describi® una caracteristica indicadora de la

fusidn in viire de dos lineas compatibles.

L.a seguridad de tener cultivos monospdricos del hongo
se convirtié en una parte preliminar importante; Hanna
19283, propuso un métodoe que incluia la descripcidén de un
aparatoe facil de elaborar para aislar esperas individuales,

las cuales se hacen germinar en PDA.

El rapido crecimiento vegetative en medio artificial,
su relativa facil obtencidn, asi comc un cicleo de vida
corto, convirtieron a este honge en una herramienta dtil
para la investigacién genética CPuhalla, 1868). Dado lo
anterior y a su usual presencia en los campos de cultivo es
a2 menude empleado como material de laborateorio en los cursos
de micologia, fitopatocloglia y fisiclogia vegetal

CAlexopoulus y Mims, 1979; Christensen, 1963).

Tanto las teliosporas come las basidiosporas pueden
germinar en sustratos artificiales. Las teliosporas al
germinar pueden presentar un crecimiento esporidial por

gemacidn, micelial o ambos (Christensen, 1963).

Eli sustrato que se emplea para su germinacidn puede

ser PDA o algin medic adicionado de micro ¥y macronutrientes
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(Hanna, 1828; Christensen, 1963; Fincham et al., 18974D.

En la obtencidén de lineas puras monosporidiales se
emplea la micromanipulacidn, separando cada wuna de las
basidiosporas que surgen al germinar la teliospora, para

proceder a su multiplicacidédn individual CHanna, 1928).

Ctro procedimiento consiste en poner a germinar
teliosporas en medio sélido, separande las basidiosporas
cuando éstas germiman, colec&ndolas en nuevo medioc de
cultive; de 1la c¢colonia resultante de basidiosporas se
separan nuevamente basidiosporas colocindol as en nuevo medio
de cultiveo y asi sucesivamente una o dos veces mAs a fin de

cbtener una colonia de linea pura (Pope y McCarter, 15922,

Las lineas puras obtenidas pueden ser transferidas a
medio ligquido conteniendeo 15 porciento de glicerol b'g
colocandola a -80°C para su conservacidn (Pope y Mclarter,
1992, Thakur et ¢l., 19893; de ahi, son savaluadas en =su
capacidad de fusidn mediante la prueba de compatibilidad ¥
fusidén in vitro CPuhalla, 19680, o para estudios
posteriores, ya sean genéticos, de fisiclogia, de
mejoramiento del maiz o para la produccisn de huitlacoche

(Christensen, 1963; Holliday, 1974; Puhalla, 19683,

Los trabajos recientes para producir la enfermedad en
forma artifjcial se enfocan principalmente a inducir 1la
infeccién localizada en la mazorca a fin de provocar la

formacién de la agalla.



En México los reportes indican gque como inéculo se han
empleade teliosporas (Flores del Campo, 1991) © una mezcla
de basidicsporas (Ldpez, 18988; Hidalgo, 1298); en el caso de
basidiosporas, éstas no se aislan previamente en forma

individual ni tampoco se realizan pruebas de compatibilidad.

La metodologia empleada por Flores del Campo (1991D
consistid en comparar tres técnicas de inoculacidn, mismas
gque fueron: mezclar teliosporas con la semilla, asperjar
teliosporas al cogollo en etapa de seis a ocho hojas, o
inyectande teliosporas al Jilote al presentarse el SO

porciento de polinizacién.

Girén (INIFAP, CIR Noreste, comunicaciédn personall
enfoca su trabaje a detectar wvariedades susceptibles para
contribuir a conformar el paquete tecnolégico para la zona.
Inocula hasta en cuatro ocasiones, inyectando en las etapas
de cuatro y cocho hojas, asi como al jilote en desarrollo y a

la salida de los estigmas.

Villanueva et eal. (19923 no aclaran si emplearon
teliosporas o© basidiosporas; inccularon semillas, tallo,

polen, jilote cubierto ¥ jilote descubierto.

Lopez (1398B8) inyectd en una aplicacidn una mezcla de
basidiosporas en el cogollo v el tallo de la planta a los 25
& B2 dias o antes del jiloteo, as{ como aspersicnes en el

estigma en la época de jiloteo.

Hidalgo (18980, utilizé teliosporas en una scola
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aplicacidén inyectada a la base y en la punta del jilote, ¥y
basidiosporas en plantas de 28, 48 y B0 dias; las
teliosporas las maneja a una concentracidn de 5 g-l y las

basidiosporas a 10° basidiosporas-ml.

En Estados Unideos de América, los trabajos para la
obtencidn de este hongo comestible se enfocan a 1la
inoculacién de la mazorca cuando empiezan a emerger los
estigmas, empleando como indculo una mezcla de dos lineas
puras de basidiosporas compatibles (Pataky, 1991; Pope v
McCarter, 1982; Thakur et at., 1989; Valverde el al., 19933,
De acuerde con Valverde et al. (19333, la formacién de
agallas se incrementa significativamente por medico de 1la
inyeccidn de basidiosporas o teliosporas en el canal por el
ctial emergen los estigmas a los tres o cuatro dias de haber

emergido éstos.

2.8 Requerimientos Agrondmicos

Poco es lo que Se conoce scbre la biologia del proceso
de infeccidn ¥ de la interaccidn hospedero-paréasito
existente entre Zea mays y U, maydis (Paredes, 19493;
Snetselaar y Mims, 1993). Tampoco se conoccen con claridad
las condiciones ambientales necesarias para gque se lleve a
cabo la infeccidn, ya gue es frecuente escuchar gque en
ocaciones se tiene mucha incidencia y a veces no, o que, adn
bajo las mismas condicicones ambientales existe diferente

respuesta a traves de los aNos (Kostandi y Gelisler, 1989).
Lo que si se seflala o5 que la mazorca es el érgano mas
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susceptible a U. maydis (Fed'ko el al., 19903 y es mas

comin encontrarlo en ellas (Girdn, 19040,

Independientemente de cuales sean las condiciones
favorables para el desarrollo de la enfermedad, se pueden
mencionar, entre otros, los siguientes reportes sobre los

factores que posiblemente afectan el desarrolleo del hongo.

2.8.1 Gencotipo de Maiz

De acuerdo con Paredes (19983), los hombres del campo
de México (campesinos)? han identificado a los maices dulces
como variedades en las gque se desarrolla la enfermedad.
Tseng (1888), también sefiala que las variedades dulces son
las mas susceplibles ¥y asi{i misme, Valverde 2t «al. (193230
mencicnan gue el maiz dulce puede ser buen productor de

hujtlacoche.

Pataky (19913 identifica a los maices dulces como los
mas susceptibles comparados con otros hibridos comerciales;
sin embargo, también considera que los genotipos
experimentales susceptibles pueden ser mejores para 1la
produccién de huitlacoche, entre los que pueden estar otros

tipos de maiz como el dentado, &l harinose y oiros.

Villanueva et al. (19921 probaron cuatro razas de maiz
de los valles altos de Méxiceo a la inocculacidn con U. maydis
¥ no encontraron diferencias significativas en el porcentaje
de plantas infectadas, misme que osScild entre un 6.8 y un 36

porcliento.



Lopez (1988), utilizando los genotipos Urquiza 954,
H-131, H-127 ¥ el criocllcec Chalquefo Méx. 633 no encontrd
diferenclas significativas en la susceptibilidad de las

mismas, teniendo un promedio de infeccidn menor al 40%.

Flores del Campo (19910 enconird diferencias entre las
variedades NL VS-2 y NL VS-30, presentandoc un mayor grado de

infeccidn la primera.

Hidalgo (19982 concluy® gue de las variedades que £1
probd resultaron mais susceplibles las variedades VS-409,
P-3428 y H-422 con porcentajes de infeccidn de hasta un
93.3%. Estas dltimas dos concuerdan con lo expresado por
Girdn Ccomunicacién personald, quien sefiala a esas
variedades como genotipos susceptibles; aunque cabe aclarar
que la Productora MNacional de Semillas (PRONASED considera

al H-422 como resistente al carbén comin del maiz.

Valverde et al. {1993, enconiraron que de 350
hibridos evaluados sélo el 342 de las plantas inocul adas

presentaron formacidén de agallas.

De acuerdo a Kyle citado por Pope y McCarter (18320,
la resistencia que presentan las variedades a U. maydis
puede lnvolucrar caracleres morfolégicos tales como firmeza
Yy tamafio de las espatas. Valverde et al. (1993) sefialan
Ggue al parecer las espatas que cubren a la mazorca
pueden ser benéficas en la produccién del huitlacoche;

Zimmermann et al. (19900 agregan que la tasa de infeccidn
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puede estar inversamente relacionada con el tamafic de las
espatas. Nuberg et ail. (1986 mencionan que una correlacidén
negativa puede encontrarse entre las espatas y la incidencia

del carbdén del maiz.

2.8.2 Temperatura
De Ledn (13884) refiere que el carbdn comdn ocurre en
casi todas las regiones productoras de malz pero tLambién

expresa gue puede sSer mas severo en zonas templadas.

Agrios (19893 menciona que esta enfermedad aparece con

mayor frecuencia en aAreas cialidas.

Kostandi y Geisier (18839) suponen el incremento de la
infeccidn al aumento en la temperatura del aire. Lépez
(1988) no atribuye totalmente a este faclor el incremento en

la incidencia pues observd valores contrastantes.

Girén (19940 aclara gue estia enfermedad  ocurre
continuamente a travées de la primavera y verano, siendo
favorecido por condiciones de clima templado y caliente con

temperaturas entre 20 y 35 °c.

En e} culiivo de teliosporas Yy basidiosporas es
frecuente incubarlas a 30 °C {Holliday, 1974; Fope ¥
McCarter, 1982; Puhalla, 1968) y también es importante
seffalar la existencia de un locus con dos alelos sensibles a

la temperatura: uno, favorece el crecimiento a 22 °c pero no

a 32 °C CHolliday, 1974).



2. B. 3 Humedad

Paredes (1993) menciona que los campesinos  han
identificado la alta humedad relativa con la presencia de
huitlacoche. De Ledn (1398B4) concuerda en gue U. maydis es

mas severco en amblentes himedos.

Lépez 1988 cbser vé que se formaron mayores
cantidades de agallas con la humedad relativa entre 72 y BOX%
y también mencioné cierta tendencia a incrementar la

cant.idad de agallas conforme aumentd la precipitacidn.

Agrios C1989> sefiala que es bajo condiciones
moderadamente secas en donde ocasiona dafies graves a las
variedades susceptibles. Giron (193842 también considera que

el viento seco favorece a2l hongo.

2.B.4 Fertilizacidn
Girédn (19941 sefilala a la fertilizacién como medida
preventiva al carbdn del maiz, recomendando fertilizar en la

Zona de Rio Bravo, Tamps. ., con la férmula 140-40-0.

Wendell y Berry (1978) (citades por Flores del Campo,
19913 sefialan que la incidencia de la enfermedad es mayor en
suelos fertilizados con nitrégenc o con fuerte aplicacidn de
estidércol. Girdén C(comunicacién personal) asevera gque la
presencia de materia organica en el suvelo favorece la

incidencia del carbédn del maiz.

Pope y McCarter (1992) y Valverde et al. (19930

durante sus experimentos para la induccidn del carbén comin
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diercn al cultivo practicas rutimarias de mane)o incluyendo

la fertilizacidn.

Kostandi y Soliman (1891ad) expresan que el incremento
eh la tasa de fertilizacidédn nitrogenada de 3C a 80 kg de
Nsacre produce gran respuesta en el indice del carbdn del
maiz en especial, cuando se acentda el crecimiento del
cultive; en otro trabajo, Kostandi y Soliman (1831b> apuntan
que la aplicacidn de potasioc (S0 a 100 kg-had reduce dicheo

indice.

2.8.5 Densidad

Los datos sobre densidad que cita Christensen (132830
sobre los estudios realizados son contradiclorios. Piemeisel
citado peor Hidalgo (1993, menciona gue la alta densidad
promueve una mayor suculencia en las plantas favoreciendo el
desarrolle del hongo; otros como Wilcoxon y Covey 19602
(citados por Hidalge, 18953 mencionan que en las bajas

densidades se obtiene una mayor incidencia.

Un estudio reciente realizado por Kostandi (1992> en
donde ensayd seis variedades de maiz bajo dos densidades
(38,000 y 56,000 pl-shad con infeccidn artificial de U,
maydis, observd gue la incidencia del carbdn fue mrenor en

un 6.6 % en la alta densidad comparada con la baja densidad.

En los estudios sobre el huitlacoche se cuenta con
gran variacién en las densidades empleadas en el manejo del

cultivo. Lépez (1888) e Hidalgo (1995) emplearon 45,000



pl-ha; Flores del Campo €1991) utlizé 43,000 plrsha. Valverde
et «l. (19930 manejaron densidades de 41,000 pl-ha con
plantas espaciadas a 32 cm; Pope y McCarter 19920 en
densidades de 22,000 pls/ha aclarearon a 48 cm; Pataky

19913, utilizé un espaciamiento de 24 cm entre plantas.



{1

CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

L.a presente investigacién se realizé como parte de las
actividades académicas a desarrollar dentro del Programa de
Posgrade de Maestria en Ciencias en Produccidn Agricola de
la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo

Ledn CFAUANLD.

La investigacidtn consistidé en disefiar un experimento
que permitiera evaluar los factores considerados como
importantes en el procesec infeccioso de U. moydis para la
obtencidn de huitlacoche, mismos gque son deferidos en el
objetivo de este trabajo. Ademas, el proceso de
inpvestigacidn comprendié actividades de laborateorioco y de
campo, ambas realizadas en forma paralela. La primera, se
enfocd a la obtencidn de los indcules de U, maydis, mismos
que fueron utilizados para infectar artificialmente jilotes
de maiz a fin de inducir la enfermedad y por ende, el
huitlacoche. La segunda, estuve enfocada a establecer el
cultivo de maiz gque fue utilizado para ser infectado para

asi poder realizar el estudio.

Todas estas actividades e realizaron en las

instalaciones de la FAUANL.

Las actividades de laboratorico se realizaron en los



laboratorios de Fitopatologia y Biotecnologia de la FAUANL;
las de campo, en el lote 4 del Campe Agricola Experimental

Fitotecnia Marin, en la propia FAUANL.

3.1 Localizacion de la FAUANL
i.a FAUANL, esti situada en =1 municipico de Marin, N.L.,
México; se localiza en la carretera Zuazua a Marin,
encontrandose entre las coordenadas gecgraficas 258° 53’ de
latitud norte y 100° 03’ de longitud oeste con respecto al
meridiano de Greenwich, ¥y a una altura scbre el nivel del

mar de 267 m.

3.2 Caracteristicas Agroclimaticas de la Regidén
3.2.1 Suelo

De acuerdo con el Departamento de Ingenieria Agricela
de la FAUANL, al suelec se le describe como un suelc joven,
de erigen aluvial, con perfil neo genético, una profundidad
efectiva mayor a 490 cm, con buen drenaje, presentindose un
cierto grade de erosidn ¥y salinidad, asi come con

insuficiente lluvia para siembra de temporal.

3.2.2 Clima

Con base en la clasificacidn climatica de Koeppen
modi ficada para la Republica Mexicana por Garcia €1873), el
punicipio de Marin, N.L. se encuentra bajo la influencia de

dos tipos climatices: Bso y Bss.

El clima se caracteriza por ser calido con temperatura

media anual de 32°C. ziendo Enerc el mes mAs frioe con
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temperatura media de 13 & °¢c y Agesto el mes mas caliente
con temperatura media de 29. 4 °C; es ademas extremoso con
una amplia oscilacidén. El régimen de precipitacidn se
presenta principalmente en verano, teniendo una media anual

de 518 mm.

3.3 Materiales
Para realizar el estudioc se utilizaron materiales,
aparatos de laboratorio, sustancias y mezclas quimicas de
uso comin, asi como equipo de campo para las actividades

rutinarias para el manejo del cultivo de maiz.

3.3.1 Materiales y Aparatos de Laboratorio

3.3.1.1 Cristaleria.

» Matraz erlenmeyer 250 mil * Porta ¥ cubre objetos
»# Vaso de precipitado 250 mil * Mini caja Petri

# Agitador de wvidrio * Limpara de aicohol

»# Pipetas 1 ml ® Tubo de ensayo 12x75

# Frascos boca ancha

3.3.1.2 Material Diverso.

» Algodén » Papel aluminio

» Cubrebocas % Ti jeras

»# Cerillos » Etiquetas adhesiwvas
» Navaja » Frasco rociador

# Pinzas de diseccidn » Jeringas

»* Aguja de diseccidn » Egpatula

» Cinta plastipack » Tamiz



3.3.1. 3 Aparatoes.

Camara de incubacidn ®* Potencidmetiro
Agitador oscilatorio » Microscopio invertido
Micromani pul ador »* Termédmetro

Balanza analitica % Olla de presidn
Balanza granataria » Hemocitémetro

Camara ceon flujo laminar
de aire ultrafiltrade

.3.2 Sustancias y Mezclas Quimicas
3.3.2.1 Sustancias en General.
Alcohol etilico 96% # HC1 ¢,1 y 1 N
Cloro comercial 6% % NaOH ©0.1 vy &1 N

Agua destilada

3.3, 2.2 Medio de Cultive Salido.

PDA (Papa Dextrosa Agar)

3.3.2.3 Medio de Culiivo Ligquido.

El medio de cultiveo utilizado fue el de Vogel (Fincham

et al., 1974) empleado por Pope y McCarter (19921, el cual

Se prepara con:

Solucién concentrada S0x: Solucidn concentrada 200x
de microelementos:

180 g Citrato de Sedio 5.0 g Acido Citrico
=-=.0 KHa2PCu« 1.0 " FeSos
100 ¥ NHeNOs 1.0 " ZnSDe7H20
io * MgSOas 0.85 " CuS0¢SHz20
g5 " CaClz .08 * MnSO41H20
7S50 ml  Agua 0.05 * HaBOs
0.058 " NazMoOg ZH20
100 ml Agua

A estas seluciocnes se les aNaden 20 g de sacarosa y

15 g de agar por cada litro.
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3.3.2.4 Fertilizantes.
» Urea como fuente de nitrégeno.

» Férmula 18-46-0 como fuente de nitrégenoc y de fésforo.

3.3.2. 5% Insecticidas.

»# Diazinén 28 %.

3.2.3 Material de Campo
Se utilizé el equipo necesario para labrar el Aarea
experimental ; asi como pala, azadén, machete, estacas,

cuerda, cal y bolsas para el fertilizante.

2.3.4 Material Vegetal

3.3.4.1 Material a Infectar.

Se utilizaron las variedades H-422 y Blanco Aleman,
ambas con caracteristicas gque les permite buena adaptacidn
al ambiente de Marin, N.L. El H-422, de acuerdoc con informes
del M. C. Rodolfo Girédn, Investigador del INIFAP de Rio
Brave, Tamps.., es susceptible a UV. maydis; por su parte, =l
Blanco Aleman, de acuerdo con el M. Sz, Fermin Montes,
Maestro-Investigador de la FAUANML, también presenta

susceptibilidad a la enfermedad.

3.3.4.2 Material para Indculo.

Mazorcas infectadas con el hongo fueren colectadas en
el Campo Experimental Fitotecnia "Marin" de la FAUANL entre
Abril y Mayoc de 1995; se separaron las agallas, se dejaron
secar a temperatura ambiente y se almacenaron en frascos

ogtériles, =e sellaron y se etiguetaron.
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3.4 Métodos
El experimento implicd unma fase de disefflo del

experimento, una de laborator:io y una de campo.

3.4.1 Disefio del Experimento

Como ya se menciond, el experimento 1nvolucrd un
disefo experimental adecuado para la evaluacidn de los siete
factores implicitos en el objetivo general. La evaluacidén se
enfocth a comparar el efecto de cada uno de los factores en
la obtencién de huitlacoche; y se decidié analizarles

enpl eando niveles contrastantes.

Por lo anterior, se consideraron como objetivos

particulares del experimento los siguientes:
Objetivos particulares:

i. Comparar el efecto en la inducciédn de huitlacoche
al infectar Jjilotes de maiz c¢on teliosporas o© con

basidiospcras.

2. Comparar el efecto en la induccién de huitlacoche
al infectar jilotes de maiz mediante una o dos aplicaciones

de indéculo.

3. Comparar el efecto en la induccidn de huitlacoche
al infectar jilotes de maiz con una concentracidédn de indculo

de 1x10° 6 1>a0° teliosporas o basidiosporas-ml.

4. Comparar el efecto en la induccién de huitlacoche

al inocular jilotes de maiz mediante la aplicacién endédgena
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o exdgena.

5. Comparar el efecto en la induccién de hurtlacoche

al infectar jilotes de maiz H-422 o de maiz Blanco Aleman.

6. Comparar el efecto en la inducecidn de huitlacoche
al infectar jilotes de plantas de maiz bajo

fertilizacién cero o aplicando la férmula 100-40-0.

7. Comparar el efecto en la induccidn de huitlacoche
al infectar jilotes de plantas de maiz a wuna densidad baja

(35,000pl had) o a una densidad normal (55,000pl. had.

e llegd a la conclusién que al analizar los
anteriores factores bajo una arreglo factorial completo
implicaba una gran cantidad de trabajo y altos costos de
operacién; por ello, se opté por wuna arreglo factorial
fraccionado con repeticiones, arreglo conocide como disefio

Taguchi (Olivares et al., 1994).

3.4.1.1 Factores a Evaluar.

A fin de cumplir cor los objetivos del +trabajo, se
disefid el experimento evaluando a los factcores: tipo de
intéculo, frecuencia de inoculacidn, concentracién del
inSculo, modo de aplicacidén, genotipo de mafliz a infectar,
nivel de fertilizacién en el cultive y densidad de siembra
en el cultivoe. Se manejd cada factor bajo des niveles

contrastantes, mismos que =e muestran en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Factores y niveles estudiados en el experimento
con un disefic Taguchi La.

Factor Descripcidn Ni:vel 1 Nivel 2

A Tipo de indculo teliospora basidiospora
B. Frec. de inoculacidn una dos

C. Concentracidén de

inéculo 1x10° 1 x 10°

D. Mcdo de aplicacién enddgena exdgana

E. Variedad B—422 Blanco Alemén
F. Nivel de fertilizacidén C-0-20 100-40-0

. Densidad C(pl./had 35 000 55 000

3.4.1.2 Variables a Medir.
tas wvariables medidas fueron:
1. Porcentaje de incidencia o presencia de huitlacoche

2. Porcentaje de infeccidn o severidad en la mazorca

El porcentaje de incidencia © presencia se obtuve
comparando el nimerc de la mazorcas infectadas respecto al

total en cada parcela experimental, expresando dicho valor

en forma porcentual.

El porcentaje de infeccidn o© severidad se obtuvo
midiendo la proporcién de cada mazZorca que mostraba signos
de infeccidn en cada parcela experimental; se transformé
dicha proporcidén a porcentaje y se obtuvo el promedio de las

mazorcas infectadas de la parcela experimental dada.

La medicidédn de las wvariables se realizé alrededor de
20 dias después de la aplicacién del inéculc a los jilotes

de maiz, contabilizando del 10 al 21 de Julic de 1995.



3.4.1.3 Disefo Experimental.
El experimento se dezarroll® baje un esgquema de disefio
de blogues al azar con cuatro repeticiones y con modelo

Yij = p + 7+ + 3j + £j cuya hipdStesis fue: 11 = 12 = ... 7Tn.

Los siete factores a evaluar con dos niveles
contrastantes cada uno bajo una arreglo factorial completo
constituiria wun factorial 2° dande un total de 128
tratamientos. Para reducir trabajo y costos en el
experimento, se utilizéd un arreglo factorial fraccionado con
repaticiones; para ello se trazé el experimente como un
arregle factorial 2 con cuatro factores en confusién ¥y

cuatro repeticiones, equivalente a un disefioc Taguchi Ls

{Ross, 1988D.

3.4.1. 4 Tratamientos.

Pe acuerdo con el arregle Taguchi se generaron ocho
tratamientos, mismos que se obtuvieron empleando una tabla
de contrastes ortogonales. Los tratamientos se muestran en

el Cuadro 2. Estos fuercn distribuidos en forma al azar en

el Area experimental.

Cuadro 2. Tratamientos generados con el disefio Taguchi.

Tratamiento Niveles de cada factor
1 Al Bl 1 D1 El Fi 51
2 Al Bl c2 M E2 F2 G2
3 Al B2 Lo | Dz E1 Fz &2
4 Al B2 cz2 oS EZ2 Fi G1
5 A2 Bl Ci De E2 Fi G2
5 A2 Bl c2 D2 El F2 Gl
7 AZ B2 c1 M EZ2 Fa2 Gl
8 A2 B2 c2 m Ei F1 G2




3.4.1.5 Hipotesis a Probar.
Con base en el objetivo de evaluar a los siete
factores se planted para cada uno de ellos una hipétesis

estadistica, las cuales se enlistan a continuacién:

H.1. No hay diferencia significativa en la infeccidn
empleando como inédculo teliosporas o basidiosporas de U

maydis.

H.Z2. No hay diferencia significativa en la infeccidn

variando el nimero de aplicaciones de 1ndculo.

H.3. No hay diferencia significativa en la infeccidn

empleando diferente concentracién en el i1ndculo.

H. 4. No hay diferencia significativa en la infeccién
al realizar l1a aplicacién enddgena o la aplicacidén exdgena

del indcul o.

H.S. No hay diferencia significativa en los
percentajes de infeccidn entre el maiz H-422 y el Blanco

Alemén.

H. 6. No hay diferencia significativa en los
porcentajes de Iinfeccidn en maiz fertilizado o sin

fertilizar.

H.7. No hay diferencia significativa en los
porcentajes de infeccidn en maiz a baja densidad o a

densidad normal.
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3.4.1.6 Parcela Experimental.

Cada tratamiento fue asignado a una parcela
experimental que estuvo compuesta de cuatro surcos de seis
metros de largo, con una distancia snire surcos de 90 cm,

eliminado 0.5 m de cada extremoc del surco, dejando los dos

surcos centrales como parcela atil.

Para obitener el factor G “densidad'" de siembra se= hizo

el arreglo siguiente: en la densidad de 3% 000 pl-sha la

plantacidn fue a 31 cm entre plantas y en la densidad de

55 000 pl/ha a 20 com.

3.4.1.7 Evaluacidn Estadistica.
La evaluacidn se hizao mediante el anilisis de varianza

CANVAY, convirtiendo previamenie los datos porcentuales a

Angules Bliss (Carco seno ¥ % a fin de darles un

comportamiente aproximado a la distribucidén normal (Shedecor

y Cochran, 1971D>

Primero sSe hizo wun ANVA para prebar la hipdtesis
general de este trabajo basada en la comparaciédn de los

tratamientos en bloques al azar, tanto para el porcentaje

de incidencia como para el porcentaje de infeccidn.
Posteriormente se realizd un ANVA para comparar los factores

bajo el arreglo Taguchi.

El ANVA se realizé con la ayuda del paquete
estadisticeo "Disefics Experimentales FAUANL" desarrollado por

el Dr. E. Olivares Sienz, Maestro-Investigador de la FAUANL.
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3. 4.2 Métodos de Laboratoric

la fase de laboratorio comprendid, primero: la
colecta, secado, macerade y tamizado de las agallas
seleccionadas de mazorcas infectadas en forma natural
durante la primavera de 1995; segundo: la germinacidén de
teliosporas, aislade de basidicosporas y multiplicacidén de
las mismas Dbajo condiciones asépticas y, por tltimo: la
preparacidén de soluciones de teliosporas y basidiosporas a

las concentraciones definidas en los tratamientos.

Las actividades se relizaron con base en las técnicas
usuales de esterilizacidn, manipulaci®dn aséptica, asi como
la preparacidn de soluciones y medios de cultlvo empleadas

en el cultivo de tejidos vegetales (Hurtadeo y Merino, 1881).

3.4.2.1 Preparacién de Indculo.

3.4.2.1.1 Teliosporas como Indculo. Se procedid a
desmenuzar cuidadosamente agallas secas; se maceraron y se
tamiz& con mallas nimero BC y 200. Se wverificéd al
microscopio las caracteristicas del material resultante de
la dltima malla, comprobindose que la mayor parte
correspondian a teliosporas; también habia restos de tejido

de agalla,

Se mezcld una pequefia cantidad de teliosporas con agua
destilada esterilizada y con un hemocitémetro se midid la
concentracidén; se agregd mas agua destilada o© mas
teliosporas sSegun fuese necesario hasta obtener la

concentracién deseada de 107 & 107% teli osporas-ml.
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3.4.2.1.2 Basidiosporas como Indcul o. Cuatro
teliosporas diferentes, seleccionadas mediante
micromanipulacidn de un conjunto de teliosporas sSe pusieroh
a germinar cada una en una gota de PDA estéril en unma mini

caja Petri esteéeril a 30 °c.

Una vez germinadas, se separd una basidiospora de cada
teliospora mediante micromanipulacidn y se pasaron a un
medico de cultivo liguide €1 ml en tubo de ensayo 12x75 con
tapédn de algodén esterilizade) para su multiplicacidén
individual, dando agitaciédn manual cada cuatro horas y a 30
°C por dos © tres dias. Posteriormente se transfirié cada
una a 3 ml de nuevo medio ligquido esterilizade en tubo de
ensayo 1275 con tapén de algoddn esterilizadeo, también bajo
agitacidn manual y a 30 °C; por Ultimo, se transfirid cada
uno a 100 ml de medio liguide en matraz de 250 ml con tapdn
de algodén esterilizado, con agitacidn constante a 100 rpm ¥y
a 30 °c por 2.5 dias. Todas las actividades de seleccidn,
separacidn y transferencia se realizaron en camara de flujo
lami nar de aire ultrafiltradeo ¥y empleando instrumental

esterilizado.

Una wvez obtenido el cultive de basidiosporas se
procedid a tomar una parte para llevarla a la concentracidn
deseada de 10~ & 10° basidiosporas - ml mediante dilucién en
agua estéril; el resto se dejd para una nueva multiplicacidn

para los ensayos subsiguientes.
Finalmente, se hizo una mezcla de las cuatro lineas de
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basidiosporas, constituyendo asi el inéculo de

basidiosporas.

3.4.3 Métodos de Campo

La fase de campo comprendid®, primero: el
establecimiento del cultivo en el campo a fin de tener
material para realizar la infeccién V. segundo; la

aplicacidén de los tratamientos en dicho cultivoe.

3.4.3.1 Manejoc Agrondmico.

El manejo agrondmico del cultivo se llevd a cabo
empleando las practicas culturales rutinarias para el maiz
bajo riego con siembra en seco; se sembréd a mano, con o sin
fertilizante segdn fuera el caso, tapando con azaddn y se
did el correspondiente riego de siembra. En el Cuadro 3 se

muestran las fechas mas relevantes.

Cuadro 3. - Fechas relevantes en el ciclo del cultivo.

Etapa del Cultivo Fecha

Siembra 5 de Abril de 1995
Emergencia 14-18 Abril
Floracidén masculina B-12 Junio
Floracidn femenina 14-18 Junio
Madurez fisioldgica 17 a 20 Julio
Incculacidn 14, 20 y 23 Junio
Evaluacién de variables 10- 21 Julio

Les riegeos se dieron los dias seis de Abril (de
siembrad, 18 de Mayo, 9 y 29 de Junio; entre el 1 y 2 de
Mayo se presentdé una precipitacién de 49 mm. Se realizaron

deshierbes los dias @ al 11 de Mayo, 17 al 18 de Mayo y 4 al
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7 de Julio, empleando azadén, y se tratd de controlar el
gusano cogollero (Spedoptera frugiperda - Smithd el 28 de

Mayve ¥ gusano cogollero y gusano eloterc (Heliotis zea -

Boddiel el 17 de Junio,

3.4.3. 2 Manejo de Factores a Evaluar.

Tres de los factores fueron manejados al momento de
realizar la siembra; éstos fuercon: factor E “variedad",
factor F *“fertilizacidn" y factor G “densidad", mismos que
fueron asignados a cada parcela experimental con base al
plan de distribucidén en el campo. Se colocaron a mano tres o
cuatro semillas por punto, aclareando posteriormente para
tener la densidad deseada, es decir, 35 000 plrha y 55 000
pls/ha. La férmula de fertilizacidn 100-40-0 se prepard con
la férmula 18-46-C y se ajustd la cantidad de nitrédgenc con
urea a fin de tener al final la proporcién 100-40-00,
aplicando tode el fésforo ¥ 13 del nitrdgeno en la siembra

y el resto del nitrdgenc cuando se did el primer riego.

Los cuatro factores restantes se aplicaron en la época

de la floracidn femenina.

Se prepararon cuatro tipos de soluciones para cumplir
con los facltores A "Lipo de indculo" y € “concentracidn de
inéculo”. Estas soluciones fueron: soclucidén con i x 10°
teliosporas/mi, solucién con 151 0% teliosporas-/ml, solucidn
con 1 x 10° basidiosporas-/ml y solucién con 1 x 10°
basidicsporassml; las Scluciones fueron preparadas en tres

ocasiones: el 14, 20 y 23 de Junio de 1995, fechas en que se
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presentaron las condiciones para la inoculacidén.

El factor B "frecuencia de inoculacidn™ se realizd con
base en una o© dos aplicacicnes. En el caso de una
aplicacién se llevd a cabo cuando emergieron los estigmas;
cuando correspondia a dos aplicaciones, la primera se didé al
momento en que el jilote atin era pequefic ¥y la segunda 2zl

emerger los estigmas.

El factor D "modo de aplicacién”, consistid en aplicar
el indculo en forma ex®gena o endégena. Para la forma
extgena se rociaron al jilote tres mililitros de la solucidn
correspondiente  al tratamiento empleando  una pistola
rociadora comiing para la forma enddégena, se inyectaron tres
mililitros de la sclucién correspondiente al tratamiento a
travégs del conducto por el que emergen los estigmas,

empleando para ello una jeringa de B8O em”.
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CAPITULO 4

RESUL TADOS

4.1 Chservaciones Durante la Estacidn de Crecimiento

Durante el pericdeo en gque se desarrolld el cultivo se
presentaron las condiciones climaticas mostradas en el
Cuadro 4.

Cuadro 4. Condiciones climaticas de Abril a Julio de 13595
en el Campo Experimental Fitolecnia Marin de la

FAUANL.
Abril Mayo Junie Julic
Temp. Media € °C 25.3 29 29 3
Temp. Media Max. 34 35. 4 34.5 37.8
Temp. Media Min. 16.5 22 £3. 4 4.1
Temp. Ma>d ma 43 44 40 41
Temp. Minima- 10 i6 i8 i8
Humedad Relativa {20 43 87 57.1 62. 4
Precipitacién C(mmd 3 80 73.1 31.1
A los 10 dias de la siembra, iniciaAndose la
emergencia, se detectd dafo por pajaro, principalmente

cuervo (Corvus coraxd) el cual, al parecer, introducia el
pico en el Area sembrada con la tierra humeda y suave hasta
encontrar la semilla germinada; el dafo se reflejé en una
pérdida promedio del 18 % de plantas en el aArea experimental

C(Cuadro 5).
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Cuadro S. Deficl porcentual de planta en parcela Util del
Area experimental al 19 de abrail de 1995

Tratamiento R1 R2 R3 R4 x
T1 5.8 47.0 3.2 23.5 28_7
T2 0.0 0.0 13.5 3.8 4.3
T3 .8 17.3 28.8 34.6B 22.6
T4 20.98 11.8 8.8 8.8 12.5
TS 9.8 0.0 1.9 3.8 3.8
TS 35. 3 23.5 32.4 41.2 33.1
T7 41.2 2.9 5.8 5.8 13.8
T8 7.7 5.7 25.0 32.8 17.8
% 14.2 11.9 18.9 19.2 16. 4

El 20 de Abril se intenté, sin éxito, reponer plantulas

de los surcos de la orilla mediante su trasplante.

El 2 de Mayoc, aprovechando un suele a capacidad de
campo por una precipitacidn previa del 1 de Mayoco asi como
una alta humedad relativa, se transplantaron plantas de
surcos de la orilla y de aclarec a las Areas dafadas,

logrando reducir el promedio de planta faltante a un B.9 ¥

C(Cuadro B).

Cuadro 6. Déficit porcentual de planta en parcela Gtil al
momento de la inocul acién.

Tratamiento F1 RZ rR3 b
T1 0.0 23.8 £9_.4 17.6
T2 9.6 1.9 13.S B.3
T3 0.0 23.1 1s. 2 14.1
T4 0.0 0.0 0.0 0.0
g 23.1 7.7 5.8 122
T8 5.9 5.9 0.0 3.9
T7 8.8 0.0 B.8 59
T8 0.0 7.7 21.1 9.6
> 5.2 8.7 iz.2 8.9

Y
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En el periodo del 8 al 14 de Mayo se presentaron
condiciones de clima exiremeoso: del 8 al 10 de Mayo con baja
humedad relativa (30 al 47%> y temperaturas maximas de 35 a
38°C y del 12 al 14 de Mayo, de 42 a 44 °C. Dichas
condiciones dafaron notablemente al cuarto blogque, lo gue
obligd a tomar la decisidon de eliminarlc del experimento.
Dade que Panze y Sukhatme (mencionados por Olivares, 19933
recomi endan al menos 12 grados de libertad en el error en un
anadlisis estadistico, se decidid continuar con el
experimento con tres repeticiones, con lo que se tuvieron 14

grados de libertad en el error.

Previo a la cosecha, se observd daflo por coyoite (Canis
latransd mismo que consistid en la peéerdida de mazorcas
debido a que esta especie las utilizd como fuente
alternativa de alimento, al parecer, por las condiciones
ambientales extremosas; las mazorcas fueron consumidas en su
estado lechoso masose, estado que permite suministrar
liquido, carbohidratos ¥y proteina wvegetal. El dafio por
coyote representd una pérdida cerca del 4 porciento del
total de mazorcas del area Util experimental (Cuadro 72.

Cuadro 7. DaBe por covote (Canis latronsd; numero de mazZorcas
perdidas del area Gltil experimental (porcentajed.

Tratamiento Kl k2 R3 total
T1 4 C11.72 - -
T2 - - i1 ca2.2
T3 - & C1SO & C14D
T4 1 ¢a. 9 - -
™ 2 (8 - g {18.3
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continuacidn Cuadro 7

TS - 5 (15. 6> -
7 - 2 (5.8 -
8 - 2 C4.20 1 C2.40
total 39 —

4.2 Variables Medidas
De las wvariables medidas se obtuvo la informacidén

mostrada en el Cuadro 8 y el Cuadro 3.

Cuadro B. Porcentaje de incidencia o presencia de huitlacoche.

Rep. Ti T2 T3 T4 = TS T7 pys] x

Ri1 27.50 17.02 7.41 11.43 12,50 3.12 58.06 38.46 21.94
Bz 3.88 13.73 S.00 2.50 B8B.32 9. 38 38 46 2.08 10.42
R3 8.33 B.67 0.00 0.00 2.04 0.00 12.80 19.91 6.18
X 13.23 12.47 4.14 4.B4 7.B2 4.17 38.47 20.02 12.85

Cuadro 8. Porcentaje de infeccidn o severidad en mazorca.

Rep . T1 T2 T2 T4 TS 16 T7 T8 b

Rl 21.00 20.80 45.00 27.50 15.00 30.00 28.60 37.80 28B.19
Rz 5.00 37.10 6.00 B0.00 18.30 28.30 48.680 10.00 285 29
¥3 27.50 40.00 0.00 0.00 10.00 O0.00 77.50 35.00 23.75
x 17.83 32.56 16.66 25.83 14.43 19.43 ©1.56 27.60 25.74

Dado que son valores porcentuales, mismos que no se
distribuyen normalmente, fueron transformados a 4angulos
Bliss (¥ % arco senod, a fin de darles una distribucién
cercana a la normal emnpl eando la tabla para la
transformacién a dichos valores presente en Steel y Torrie
19863, resultado= gue se muestran en el Cuadro 10 y el

Cuadro 11, respectivamente.
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Cuadro 10.Porcentaje de incidencia de huitlacoche en angulos
Bliss.

Rep. Ti T2 T3 T4 gy=] TS T7 ™

Rl 31.83 24.36 15.80 19.7% 20.70 10.17 49.8684 38 33
r2 11.31 21.785 12.92 9. 10 168.77 17.83 38.33 B. 29
E3 16.77 14,90 0. 00 0. 00 B. 21 .00 21.08 26.22

Cuadro 11. Porcentaje de infeccidn o severidad de 1a
enfermedad en Angulos Bliss.

Rep. T1 T2 T3 T4 = ™ 7 a8

Rl 27.28 26.99 42.13 31.63 22.79 33.21 32.33 37.84
R2 12.82 327.52 12.832 45.00 £5.33 32.14 44.20 18.44
R3 31.62 B39.23 0. 00 0.00 18.44 0.00 Bl.68 36.27

4.3 Analisis de Varianza y Covarianza

Se realizd el analisis de varianza C(ANVAD para probar
la hip&tesis principal de trabajo, a fin de detectar
diferencias entre los tratamientos tanto para el porcentaje
de incidencia como para el porcentaje de infeccién, cuyos
resultados se muestran en el Cuadro 12 y el Cuadro 13,

respectivamente.

Cuadro 12. ANVA para el porcentaje de incidencia de
huitl acoche.

FV gl sC CM F g > F
Trata. 7 1826, 765137 £60. S66461 4. 8265 0. DOE
Bl oque e g6, 080293 481. 025148 8. 8064 0. 004
Error 14 758, 979004 54. 069927

Total 23 3545, 794434

CV = 40.88%

onomia ULA.N.L.
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Cuadro 13. ANVA para el porcentaje de i1infeccidn en mazorca.

FV P SC M F 2> F
Trata. 7 1608. 406250  242. 629471 0. 0992 0. 528
Bloque & 285. 914063  142. 957031 0. 5887 0.573
Error 14 3300.601406  242. 835098
Total 23 5384. 011719

CV = B55.82%

El ANVA para el porcentaje de incidencia o presencia
permite rechazar la Ho gue considera a todos los
tratamientos iguales, ya que muestra la preobable diferencia

(p > F = 0.008) entre los tratamientos.

El ANVA para el porcentaje de infeccidn o severidad no
permite rechazar la Ho que considera a todos los
tratamientos iguales, por lo que c¢con los datos obtenidos en
el experimento no se puede comprcbar que sean

estadi=ticamente diferentes.

A fin de descartar wun posible efecto scbre las
variables estudiadas se realizé un andlisis de varianza con
ajuste por covarianza CANCVD para cada una usando como
covariable el nimero de plantas; los resultades se muestran

en el Cuadro 14 y en el Cuadro 12, respectivamente.

Estos anadlisis muestran resultados similares, al no
haber efecto de la covariable, no alterando los resultados

obtenidos en los respectivos ANVA (Cuadro 12 y Cuadro 13D.
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Cuadro 14. Analisis de covarianza para el porcentaje de

incidencia o presencia de huitlacoche con
“nmimerc de plantas'" como covariable.

FV gl sC CM F e > F
Covar. 1 0. Bg5589 C. 895589 0.01i54 0. B899
Trata. 7 1819.192231 259. 9874857 4. 4702 0.010
Bl oque 2 837. 339355 418. 669878 7.1986 Q. 008
Error 13 756, 083435 58. 180253
Total 23 3414.230611

CV = 42.19%

Cuadro 15. Analisis de covarianza para el porcentaje de
infeccién o0 severidad &n mazorca con “ndamero
de plantas " como covariable.

FV gl sC M F 2 > F
Covar. i 123.872154 123. 872154 0. 49186 0. 802
Trata, 7 1813.108835 259.015106 1.0279 0. 458
Bl nque 2 130, 744171 69. 8720865 0.2773 0. 765
Error 13 3I270. 813338 251 . 986098
Total 23 52352, 5414906

v = 56. 88%

4.4 Comparacidén de Medias de Tratamientos
Una vez detectada la diferencia estadistica entre los

tratamientos para la variable "porcentaje de incidencia" se

procedi® a hacer la comparacidn de medias, cuyos resultados

se muestran en el Cuadro 16.

Basado en un nivel de significancia de 0.01., la

comparacion de medias mostréd que los tratamientos 1, 2, 7 y

B son estadisticamente iguales; de igual manera, los

tratamientos 1, 2, 3, 4, B, 8% vy 8, también lo son.



Cuadro 16. Comparacidn de medias de tratamienteos para la
variable “porcentaje de incidencia®.

Tratamiento Media en adngulos Bliss Media en %
7 B6. 3400 A 36. 50
8 24.2800 A B 20. 00
2 20.3367 A B 12 47
1 19.8033 A B 13. 22
5 18. 2267 B 7.862
4 9. 81867 B 4. .64
3 9. 5733 B 4.14
&1 8. 3333 B 4.17

DMSio. 01 = 17. B736

4.5 Anilisis de Varianza para los Factores en Estudio
Analizando la informacidn para los efecitos de los
factores con base en el arregleo Taguchi se efectud el ANVA
cuyos resultados se encuentran en el Cuadro 17 para el
porcentaje de incidencia o presencia de huitlacoche. Este
anilisis no se hizo para el porcentaje de infecci®n o
severidad de la enfermedad ya gque el ANVA para tratamientos

no reveld diferencia estadistica entre ellos.

El ANVA mostréd diferencia estadistica (p = ©.048B)
presente en los niveles del facteor A, mismo gque esta
representado por el tipo de indcule (Leliospora vs
basidiosporad, asi como en el factor D Cp = 0.001), el cual
corresponde al mode de aplicaciédn del inédculo Cendégeno vs
adgenc) . AdemAs, el ANVA revela gque con la informacién que
se tiene no seo puede probar gue estadisticamente existan

diferencias en lox niveles manejados en los factores B, G,



Cuadro 17. ANVA para los facltores en estudio bajo el arreglo

Taguchi.

Fv gl sC CM F p > F
Bl cque 2 2862, 080293 481 . 025146 8. 8064 0. 004
Factor A 1 248. B4B43B Z48. B48438 4. 5985 0. 048
Factor B 1 B4._. 487793 B84.487733 1. 5626 Q. 230
Factor C 1 11 4. 837598 114. 837598 2.1183 0.165
Factor D 1 1223. 082031 1223. 082031 22. B204 ©. 001
Factor E b 127. 375000 127. 378000 2. 3857 0.144
Factor F i 16.121094 16.121094 C. 23982 0. 529
Factor G 1 12. 813184 12.513184 0. 2314 0. 642
Error 14 756. 979004 S4. 0692927
Total 23 3545, 784434

CV = 40.B68 X%

E, F ¥ 6, es decir en cuanto a frecuenciza de inoculacidn,
concentracidén de inéculo, genotipo de maiz a infectar, nivel
de fertilizacidén en el cultivo y densidad de siembra en el

cultivo no hubo diferencias significativas en sus niveles.

4.8 Comparacidn de Medias en los Niveles de los Factores
Con base en lo anterior, se compararon las medias para
los niveles de los factores A "Lipo de indculce" ¥y D “"meodo de

aplicacidn", resultados mostrados en el Cuadro 18 y el

Cuadro 19, respectivamente.

Cuadro 18. Comparacidn de medias en los niveles del factor
A “tipo de indculo®.

Media en:
Ni vel Tipo de indédculo Angulo Bliss Porcenta je
1 Teliospora 14.857 B. 62 b
2 Basidiospora 21. 285 17.07 a




Cuadro 19. Comparacién de medias en los niveles del factor
D "modo de aplicacidn®.

Media en:

Nivel Modo de aplicacidn Angulo Bliss %
i Endégena =25. 215 20. 85 a
2 Exégena 10.937 5.14 b
Como se observa, en el factor A se mnmuestra gue
estadisticamente (p = 0.048B) al emplear basidiocspora como
inéculo es mejor a wusar +teliosporas; con el uso de

basidiosporas se tuve una incidencia promedio de 1la
enfermedad del 17.07%, mientras gque con el uso de

teliosporas soélo llegd a B, 62%.

En el factor D, se observa que {(p = 0.001) el indculo
al ser aplicado en forma enddgena es mejor que la aplicaciédn
exdgena ; la aplicacidén enddgena mostré una idincidencia

promedic del 20.85%, en tanto la aplicacién exdédgena fue del

B.14%.

Las medias para los niveles de los factores B, C, E, F
Yy G, mismos que no mostraron diferencia estadistica en sus

niveles, se muestran en el Cuadro 20,

ia U.AN.L



Cuadro 20. Comparacidén de medias entre los niveles de los
factores B, C, E, F y G.

Factor Media en:
B Nivel Frec.de inocul. Angulo Bliss ¥
1 1 16. 20 9. 38
2 2 19. 95 16 32
c Nivel Concentracién Angulo Bliss %
1 1407 ml 20. 26 15.37
2 1:30 ml 15. 89 10. 33
£ Nivel Variedad Angulo Bliss %
1 H-422 i8. 778 10. 38
= Blanco Alemin 0. 375 18.31
F Nivel Fertilizacidn Angule Bliss %
1 0-0-20 17.285 1138
2 100- 40- O 18.30 14.31
€] Nivel Pensidad Angulo Bliss %
1 38 000 pl.ha 18.80 14.63
2 55 000 pl-ha 17.35 11.086

4,7 Comparacidén de Medias en Forma Combinada

Al comparar en forma combinada, primerc al factor A y
luege al factor D con cada uno de los demas faciores, se
obtuvo la informacidn mastrada en los cuadros numerados del
ntmero 21 al npamero 31. Esta informacién no fue evaluada
estadisticamente por un ANVA; sin embargo, se consideré que
pudiera servir para observar posibles tendencias, mismas gue
podrian considerarse para el disefic de +tftratamientos #n

experiment.os futuros.
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Cuadro 21. Comparacidén de medias de la combinacién de los
factores A y B; negrilla en angulos Bliss,
cursive en porcentaje.

Frecuencia de inoculacién

Una Dos
Teliospora 20.12 {2.85 Q.59 4. 39
Basidiospora i2.28 5.9 30.31 28.75
Cuadro 22. Comparacidn de medias de la combinacién de los

factores A y C; negrilia en 4angulos Bliss,
cursitva en porcentaje.

Concentracidn de indculo

1 x 16 /ml 1 x 10 /ml
Teliospora 14.74 8. 68 14.97 8 66
Basidiospora 25.78 22.05 16,81 12.09
Cuadro 23. Comparacién de medias de la combinacién de los
factores A y D; negrilla en 4angulos Bliss,

cursiva en porcentaje.

Modo de aplicacidn

Endégena Ex5gena
Teliospora 20.12 12.85 9. 59 4. 39
Basidiospora 30.31 ¢&8.25 12.28 5.90
Cuadro 24. Comparacién de medias de la combinacidn de los
factores A y E; negrilla en Aangulos Bliss,
cursiva en porcentaje.
Variedad
H-42z2 Blanco Aleman
Teliospora 14.74 8. 68 14.97 8. 56
Basidiocspora 16.81 (2.09 25.78 22.05




Cuadro 25, Comparacidédn de medias de la combinacisén de los
factores A v F; negrilla en Angulos Bliss,
cursiva en porcentaje.

Nivel de fertilizacién

oO-0-0 100- 40- O
Teliospora 14,76 8. 94 14.96 8. 30
Basidiospora 19.75 3. 82 22.84 2032
Cuadro 26. Comparacién de medias de la combinacidn de los
factores A y G; negrilla en Angulos Bliss,

cursiLve en porcentaje.

Densidad de siembra

35 000 pl./ha S5 000 pl.-ha
Teliospora 14.76 8.94 14.96 8. 30
Basidiospora e2.84 2032 19.75 13 82
Cuadro 27. Comparacidn de medias de la combinacidén de los
factores D y B; negrilia en angulos Bliss,

cursiva en porcentaje.

Frecuencia de 1noculacidén

Una Dos
Endégena 20.12 12.85 30.31 28.25
Exégena 12.28 5.9 9. 60 4. 39
Cuadro 28. Comparacion de medias de la combinaciédn de los

facteres D y C; negrilla en Aangulos Bliss,
cursiva en porcentaje.

Concentracidén de indculo

1 %10 gsporas/ml 1 x 10 esSporas-ml

Endégena 28.12 24.85 22.30 16.24
Exdgena 12. 40 5.88 9. 48 4. 41
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Cuadro 29. Comparacion de medias de la combinaciédn de los
factores D ¥ E; negrilla en anguleos Bliss,

cursivae en porceniaje.

Variedad

H-422 Blanco Aleman

Endégena 22.09 (6. .62 28.34 24.47

Ex&Sgena g. 45 4. 15 ic. 42 6.12
Cuadro 30. Comparacidén de medias de la combinacidn de los
factores D vy F; negrilla en 4angulos Bliss,

cursiva en porcentaje,

Nivel de fertilizacién

0 -0-20 100- 40 -0
Endégena 22.09 [(6.62 28.34 2447
Excoena 12. 42 68.13 9. 45 4.15
Cuadro 31. Comparacidén de medias de la combinacidén de los .a
factores D y G; negrilla en Aangules Bliss,

cursiva en porcentaje.

Denzidad de siembra

35 Q00 pl ha 55 000 pl-ha
Endégena 28.12 24.85 22.31 16,24
Exégena 9.48 4. 4! 12.40 5.88
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CAPITULO S

DI SCUSI ON

5.1 Discusidn General

La informacidn generada en el presente trabajo muestra
gue existen diferencias en las técnicas para la induccidn

artificial del carbén del malz.

El porcentaje de incidencia o presencia de huitlacoche
promedid un 12.85% con un range porcentual de variaciédn de O
a 5SB.06 % vy de 4.14 a 36.47% entre tratamientos (Cuadro 8.
Dicho promedio superé al porcentaje de infeccidn natural
presente en Marin, MN.L., cuyo promedic nc rebasé al une
porciento en el ciclo primavera-veranc de 1995 (lLongoria,

FAUANL, comunicacidn personald.

El analisis estadistico indica Cp = 0.0082 1la
probable diferencia en los tratamientos empleados en la

induccidn artiificial de esta enfermedad (Cuadro 121.

El hongo se desarrolld en un ambiente con temperatura
promedio de 30°C ¥y una humedad relativa promedio del B4.7 %
{ Cuadro 4. La temperatura puede considerarse Como
favorable, pues asi lo consignan diferentes autcres CAgrios,
1989; Girdn, 19942; sin embarge, la humedad relativa pudo

influir en la relativa baja incidencia del huitlacoche, ¥ya
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que alguncs autcores seflalan que se requaere una alta humedad
relativa para el desarrollo del hongo (Lépez, 1988; Paredes.,

19935.

Se desconoce el porcentaje de incidencia promedic al
que se puede llegar en el area de Marin, N.L.. pues no
existen antecedentes., Por otro lado, en otras regiones,
algunos autores vya han mencionado que sSe presentan
diferentes respuestas a +Lravés de los afics aun bajo las
mismas condicicnes ambientales (Kostandi y Geisler, 19800,
este hecho fue observado en Hidalgo (19950 guien al sembrar
en diferentes fechas en Apodaca, N.L., obtuvo diferentes
incidencias porcentuales a travées del tiempo. De igual
manera ocurrié en los trabajos de Pataky (19210 donde la
media porcentual que reportd varid de 17.6 a 3.8 en tres

afios de estudio.

5.2 Discusidén por Factores

5.2.1 Facter A "Tipo de Indculo™

El ANVA bajo el arreglo Taguchi permitié rechazar la
hipdtesis 1 (Cuadro 170, mostrando la conveniencia de
utilizar como indcule a las basidiasporas en lugar de las
teliosporas, observandose una proporcidn porcentual en el
percentaje de incidencia de huitlacoche de 1.98 : 1 (Cuadro
185. Resultades similares fueron observades en Hidalgo
(19982 guien inicialmente empledé teliosporas y luego, al
cambiar a basidiosporas, increments® la incidencia de agallas

en sSus parcelas experimentales,
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El emplec de basidiosporas tiene la ventaja de gue al
aplicarla en el hospedero puede germinar e 1niciar 1la
invasién de tejido inmediatamente, teniende una mayor
probabilidad de establecer la infeccidn; en contraste, las
teliosporas tienen gue pasar por un proceso de germinacién,
meiosis y produccidn de basidiosporas, proceso que implica
tiempo y scbre todo, condiciones favorables, mismas gque se
pueden  perder facilmente. Adicional mente, el empl ear
basidiosporas, mismas gque sonh aisladas bajo condiciones
controladas, permite evitar la contamnacidén con otros

patédgenos.

S5.28.8 Factor B "Frecuencia de inoculacién®
El ANVA no permiiid rechazar la hipdtesis 2 (Cuadro
17>, por lo gque en general, estadisticamente es igual usar

una © dos aplicaciones de indculo (Cuadro 20D.

Cuando este factor se combin® con el tipo de i1ndculo
se tuve gue usando basidiosporas en dos aplicaciones
presenté wuna proporcidn de incidencia porcentual de
huitlacoche de 4.739 veces mayor a el empleo de basidiosporas

en una aplicacidn CCuadro 21).

Cuande se aplica una dosis de basidicsporas, éstas
pueden iniciar la invasidén de tejido ¥y, s5i se aplica una
segunda dosis, ésta tltima puede "“reforzar"” la invasién al
presentarse mayores posibillidades de gque se uvnan dos hifas
compatibles y con ello Se inicie la actividad patogénica y

en consecuencia se incremente el porcentaje de incidencia de
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huitlacoche.

En el caso de usar teliosporas, al aplicar una dosis,
féstas germinan e inician la invasidén después de germinar las
basidiosporas. Si se da una segunda dosis, las teslicsporas
de ésta Gltima tendridn que germinar e iniciar el proceso de
invasién; sin embargo, para gque ésto ocurra es necesario que
transcurra cierto tiempo, tiempo en el gue las mazorcas ya

no estaran en condiciones para ser infectadas adecuadamente.

Quizads, al aplicar teliosporas, si en la segunda dosis
se emplean basidiosporas es posible que se tengan mejores

resul tados.

B5.2.3 Facter C “Concentracidén de Indculo”

El ANVA mostr®d gue no es posible rechazar la hipdtesis
3 (Cuadro 17>, por lo que en el caso de la concentracidn de
indcule no se tuvieron diferencias estadisticas en 1los
niveles usados (Cuadro 20D2. De manera similar, Lépez 19880

tampoco encontréd diferencias en Jlos niveles empleados,

aungue estos dliimos eran del orden de 1 o a 1 o
basidiosporas/ml.
Ya que no Se detectaron diferencias en las

concentraciones usadas para inducir la enfermedad se observa
la conveniencia de ensayar valores extremos er: la
concentracién del indculo, en especial en el uso de

basidiosporas en forma eanddgena.
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5. 2.4 Factor D "Modo de Aplicacién®

El ANVA mosird que es posible rechazar la hipétesis 4
{(Cuadre 17>, por lo gue estadisticamente la aplicacidon
enddgena del indculo es mucho mejor que la aplicacidn
excgena; proporcional mente sSu relacién porcentual de
huitlacoche es de 4:1 (Cuadro 18). La aplicacién exdgena
tiene el inconveniente de exponer el indculo al ambiente,
pudiendo sufrir una rapida deshidratacién, heche que no

ccurre con la aplicaciédn endégena.

lLa informacidn mostrada en el Cuadroe 23 permitid
definir la conveniencia de utilizar basidicsporas en forma
enddgena cuando se trata de inducir a U maydis en especial
dirigide a l1la mazorca. Quizis las técnicas gque emplean
teliosporas sean buenas cuando se trata de buscar genotiipos
resistentes a la enfermedad, va que la infeccién natural
inicia con la germinacién de teliosporas. La aplicacidén de
una dosis de basidiosporas representa un fendmenoc gue no
ocurre en la naturaleza, por ello, las var i edades
tatalogadas come resistentes a U maydis, en algunos casos,

pueden sucumbir a la infeccién "artificial™.

B5.8.5% Factor E “Variedad"

El ANVA no permitid rechazar la hipdtesis B (Cuadro
17); por ello, en cuantoc a la comparacidén de la respuesta
al carbén entre los dos genctipos wusados, no se cbservd
diferencia estadistica entre usar a el H-422 ¥y a el Blanco

Alemadn para obtener mis huitlacoche.
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Es conveniente destacar gue una variedad puede estar
catalogada como resistente a una infeccién natural, como es
el caso del H-422; sin embargo, esto no quiere decir que sea
resistente a U maydis bajo una infeccién artificial, en

especial cuandoc se manejan basidiosporas por via endédgena.

5.2.6 Factor F "Niwvel de Fertilizacién"”

Con el anilisis de los datos que se obtuvieron en el
experimento, no fue posible rechazar la hipédtesis 6 (Cuadro
170, por lo que no se pudo comprobar el efecto del nivel de

fertilizacidn en 1la incidencia de U. mavdis.

Es de notar que la respuesta del maiz a la
fertilizacidn en el Campo Fitotecnia Marin de la FAUANL es
relativamente baja CGuzman, FAUANL, comunicaciédn persocnald,

por lo que quizas no se tuvo respuesta a este factor.

5.2.7 Factor & "“densidad®

Con el ANVA se encontréd gque no se pudo rechazar la
hipétesis 7 (Cuadro 17>, referente al factor densidad, por
lo que no se puede decir que existan diferencias entre las
dos densidades utilizadas para favorecer la incidencia del

huitlacoche.

Kostandi (19822 obtuve una diferencia porcentual del
6.8 % entre dos densidades diferentes (35 000 y S8 000
pl/had. En el presente trabajo se tuvo una diferencia del
3.857% entre las dos densidades; =sin embargce, al combinar

este factor con el Lipo de inédculo, empleando basidiospora



(condiciones similares a Kostandl, 1992), =e cbserva una
diferencia porcentual del &. 5% siendo mayor enn la densidad
baja CCuadro 2B6). Para el caso de tel iospora, se tuvieron
porcentajes similares en ambas densidades C(Cuadroe 28). Sin
embargo cabe sefialar que con los datos del presente trabajo
no se puede afirmar que en la baja densidad se tenga una
mayor incidencia porcentual de huitlacoche, ya que no se

analizaron estadisticamente las interacciones de los

factores.



No se detectaron diferencias entre el empleo de las
variedades H-422 ¥ el Blanco Alemin, por lo gque ambas
presentan una respuesta =similar en la induccién

artificial del carbdn.

No se enconiraron diferencias entre fertilizar ¥ no

fertilizar el m2iz en el que se inducirfa la infeccidn.

En 1o gue respecta a la densidad, no se obtuvieron

diferencias entre emplear 35,000 y 95,000 pl. - ha.

JIBLIOTECA Agronomia U.A.N.L.
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CAFITULO 7

RECOMENDACIONES

En la induccidn artificial del carbén del maiz en el
campo, deben tomarse todas las precauciones

necesarias a fin de evitar contaminar campos aledafios.

En la induccidn artificial de U moydis se recomienda

emplear basidiosporas en lugar de teliosporas.

Al inocular umna suspensién de basidiosporas, se
aconseja sea de manera enddgena, inyectando el indculo

al jilote.

Dado que otros investigadores han incculado en otras
etapas diferentes a las del presente trabajo, se
observa la conveniencia de comparar la inoculacidn en
diferentes etapas fenoldgicas del cultivo, tanto con

una como con varias aplicaciones.

Se sugiere iniciar un programa de aislamiento vy
seleccidn de lineas haploides compatibles de Ul
maydis, asi como realizar pruebas de su patogenicidad
en malz. En el aislamiento de dichas 1lineas se

recomienda usar la micromanipulacidén.



Para un proyvecio de produccion de huitlacoche es
recomendable realizar previamente  pruebas de
comportamiento de distintas wvariedades de maiz apto

para la zona de Lrabajo.

Para lograr porcentajes de incidencia y de infeccién
mas altos ¥y consistentes se reguiere mejorar 1la
técnica de inoculacidn, lo que implica definir
claramente los factores que afectan el
establecimiento, desarrollo v crecim ento de U. maydis
en su hospedero, de lo contrarico, todos los esfuerzes

que se hagan tendrin un éxito limitado.
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