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GENOTYPE OF HUITLACOCHE (Ustilago maydis (D.C.) Cda.) AND
PHENOTYPE CHARACTERIZATION OF THE INOCULATED ISOLATIONS
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RESUMEN
El huitlacoche (Ustilago maydis D.C.
Cda.) es muy apreciado como alimento
humano en México y ha ganado
importancia a nivel internacional. La
creciente demanda es insatisfecha, pues
aun no se tiene un paquete tecnolégico
definido para la produccién comercial del
hongo. Los objetivos fueron determinar

cual de cinco sistemas cepa-maiz
especifico presenta mayor produccién de
huitlacoche a cielo abierto y caracterizar
las colonias de las cepas utilizadas como
inéculo. Fueron colectadas, aisladas vy
descritas cinco cepas de huitlacoche.
Cada cepa fue inoculada en su respectivo
maiz hibrido de origen. Los tratamientos
resultantes fueron establecidos en un
disefio de blogues completos al azar con
cuatro repeticiones. El tratamiento Cepa5s-
A-Oso presenté significativamente mayor
porcentaje de incidencia, indice de
severidad y rendimiento de huitlacoche
por planta y por hectarea. Las colonias
del hongo presentaron caracteristicas
diferentes, dependiendo de la cepa y de
su estado de desarrollo al cultivarlas en
PDA.

Palabras clave: inoculacién, maiz hibrido,

esporidio, indculo, tamafio de muestra.
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ABSTRACT
The Huitlacoche (Ustilago maydis (D.C.)
Cda.) is really appreciated as food for
humans in Mexico and has gained
importance in the world. The increasing
demand is not being satisfied, because
there isn't still a technological package
defined to the

fungus. The objectives in this research

produce commercial
were to determine which of the five
rootstock-corn specific systems presents
the highest production of huitlacoche in
the open air and characterize the colonies
of the rootstock used as inoculum. Five
rootstock of huitlacoche were collected,
isolated and described. Each rootstock
was inoculated in its respective hybrid
corn of origin. The resulting treatments
were established in a design of complete
blocks randomly with four repetitions. The
treatment rootstock5-A-Oso presented a
significantly ~ higher  percentage  of
incidence, severity rate and yielding of
huitlacoche per plant and per hectare.
The colonies of fungus presented different
characteristics, depending of the rootstock
and its state of development when
cultivated in PDA.

Key words:

inoculation, hybrid corn,

sporidium, inoculum, size of sample.
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1. INTRODUCCION

El huitlacoche, cuitlacoche o carbéon comun (Ustilago maydis D.C. Cda.) es
un hongo que crece en la planta de maiz y esta distribuido en donde quiera
que se cultive este cereal.

El huitlacoche puede ser un problema fitopatologico, ya que causa
disminucién en el rendimiento del grano. Las pérdidas por ataque de
Ustilago maydis son muy variables entre afios, variedades y regiones; de tal
manera que los dafios pueden variar desde insignificantes hasta pérdidas
del 100 %, principalmente en cultivos con variedades de maiz dulce
(Thankur et al., 1989; Agrios, 1978). Sin embargo, lo que representa una
enfermedad en unos casos, en otros es benéfico y deseable, como en la
regidn central de México, donde el hongo es alimenticio y de alto valor
econdmico.

Desde la época prehispanica, el huitlacoche ha sido uno de los hongos que
forman parte de la alimentacién humana en México. Este producto es muy
apreciado como alimento principalmente en la regiéon central del pais
(Martinez, 1999) y en los Ultimos afos ha ganado importancia a nivel
internacional debido a sus caracteristicas culinarias. Se le ha denominado
como “caviar azteca’, se ha acentuando su popularidad y con ello la

demanda en paises de la Union Europea, Japon y los Estados Unidos

(Villanueva, 1995).



La demanda de huitlacoche en el mercado nacional e internacional es
insatisfecha. En los mercados de la Ciudad de México la oferta de este
producto en fresco se concentra en los meses de julio y agosto. Para 1981
se comercializaron de 300 a 400 toneladas por afo (Kealey y Kosikowsky,
1981) de la recoleccion del hongo producido espontaneamente en campos
de maiz para la produccién de grano (Arnol, 1992, citado por Villanueva et
al., 2007). En México el hongo alcanza precios superiores a $300.0 por
kilogramo (en abril) y 20 dolares en los Estados Unidos de América en época
de recoleccioén (Villanueva et al., 2007).

A pesar del incremento en la demanda de huitlacoche como alimento
humano, el abastecimiento de este hongo todavia depende
fundamentalmente de la produccion espontanea (Pataky, 1991). Ante esta
situacion han sido realizadas investigaciones orientadas a la produccién
controlada del hongo mediante inoculaciones artificiales. Sin embargo, aun
no se tiene un paquete tecnoldgico definido para la produccion comercial de
este producto.

Por otro lado U. maydis ha llegado a ser el modelo bioloégico bajo estudio
mas atractivo entre los basidiomicetos patogénicos de plantas (Kahamann y
Kamper, 2004).

Ustilago maydis presenta una gran diversidad por su reproduccion sexual,
una alta capacidad para mutar y alta interaccién con el ambiente, ademas
puede confundirse con otros organismos por su crecimiento en forma de
levadura (Guevara, 2007); lo cual dificulta los intentos por producirlo de
rﬁanera artificial. Por lo tanto, es necesario que sean realizados estudios

mas detallados o especificos para tener un mejor conocimiento del hongo y



de la relacion huitlacoche-maiz-ambiente y asi hacer mas controlable su
produccion artificial.

Por lo anterior, en el presente trabajo se pretende dar contribuir en la
definicion de un paquete tecnolégico para la produccion artificial o
controlada de huitlacoche, al analizar de manera especifica a las cepas
inoculadas sobre sus respectivos maices hibridos hospedantes de donde

fueron colectadas, con los siguientes objetivos:

Objetivos

1. Evaluar el grado de ataque y la productividad de cinco cepas genotipo
especificas de Ustilago maydis (D.C) Cda., al ser inoculadas artificialmente
en el maiz hibrido de su procedencia.

2. Determinar cual de los cinco sistemas cepa-hibrido especifico presenta
mayor produccion de huitlacoche (Ustilago maydis) a cielo abierto.

3. Caracterizar fenotipicamente las colonias de las cepas utilizadas como
indculo en diferentes tiempos después de la siembra in vitro.

4. Obtener el tamafio dptimo de muestra requerido para la caracterizacion

de esporidios en cinco cepas de huitlacoche.
Hipotesis.
Al inocular una cepa de huitlacoche en el genotipo (hibrido) de maiz del cual

fue aislada, se espera tener alto grado de ataque y productividad de hongo

por la especificidad de la interaccion maiz-huitlacoche.



Las diferentes cepas cultivadas en medio de cultivo, presentan variabilidad
en las caracteristicas de sus colonias y de sus esporidios, ya que hay
variacion genética debida a la reproduccién sexual del hongo: y el tamafio

Optimo de muestra esta en funcion directa de la magnitud de la variabilidad.



2. REVISION DE LITERTURA

2.1. Origen y distribuciéon

Generalmente se cree que Ustilago maydis es nativo del hemisferio oeste y
que de aqui fue llevado al sur de Europa por los primeros exploradores
espanoles (Christensen, 1963).

El conocimiento de este hongo en México data desde la época prehispanica.
En el Vocabulario de Fray Alonso de Molina elaborado en 1571 se encuentra
el término cuitlacochin para referirse a “mazorca de maiz degenerada y
diferente a las otras”. Los aztecas lo tenian bien identificado por su buen
sabor y como uno de los alimentos exquisitos. En la actualidad, en las zonas
rurales del pais, principalmente entre los grupos étnicos, su nombre es muy
diversificado (Lépez, 1988).

El Centro de origen de Ustilago maydis es desconocido: sin embargo, como
es un patégeno que solo parasita al cultivo de maiz (Zea mays L.) y al
teocintle, puede aceptarse que es originario del mismo lugar que éstos: es
decir del Centro Sur mexicano mesoamericano.

El carbon del maiz aparece donde quiera que se cultive maiz. Sin embargo
aparece con mayor frecuencia en las areas calidas y moderadamente secas,

donde ocasiona dafios a las variedades susceptibles (Agrios, 1978).




2.2. Clasificacion taxonémica

En 1944 Stevenson y Johson establecieron que Ustilago maydis (D.C.) Cda.
es el binomial correcto, de acuerdo a las Reglas Internacionales de
Nomenclatura Botanica. Este binomial es actuaimente usado por la mayoria
de los fitopatdlogos (Christensen, 1963).
Segun Herrera y Ulloa (1998), la clasificacion taxonoémica de Ustilago maydis
(D.C) Cda., es la siguiente:

Reino: Fungi

Divisién: Eumycota

Clase: Euascomycetes

Subclase: Discomycetidae (discomicetes)

Orden: Ustilaginales

Familia: Ustilaginaceae

Genero: Ustilago

2.3. Usos del huitlacoche

En los estados del centro del pais como: Puebla, Tlaxcala, Hidalgo, Meéxico,
Morelos, Oaxaca y Distrito Federal, el huitlacoche es consumido
tradicionalmente en diferentes platillos tipicos, como quesadillas, crepas y
sopas, entre otros. El huitlacoche es rico en minerales, principalmente en
calcio y fésforo (6.0 g y 39 mg/100 g de hongo, respectivamente); asi como

en vitaminas, sobresaliendo el acido ascoérbico con un valor de 3.7 mg/100g

de huitlacoche (Villanueva et al., 2007).



Algunos mutantes de huitlacoche han sido utilizados en la produccion
industrial de aminoacidos como lisina, valina, arginina, treonina y de algunas
vitaminas como riboflavina, niacina, biotina y acido fdlico (Kealey vy
Kosikowski, 1981; Hirschhorn, 1986, citados por Villanueva et al., 2007).

El huitlacoche se usa como modelo biolégico para dilucidar las bases
genético-moleculares de la patogenicidad de los hongos fitopatogenos sobre
plantas cultivadas y de la respuesta genéticamente controlada a factores de
estrés. Se espera que el entendimiento de los mecanismos genéticos de la
interaccion maiz-huitlacoche tenga aplicaciéon en el control de enfermedades
econémicamente mas importantes, como son las royas y los tizones de

diferentes plantas cultivadas (Villanueva et al., 2007).

2.4. Descripcién morfolégica

Este hongo lleva a cabo un numero importante de transiciones morfolégicas
a través de su ciclo de vida, la mas prominente es el cambio dimoérfico de
crecimiento por brotacién a crecimiento filamentoso que es prerrequisito para
entrar a la fase biotréfica (Kahamann y Kamper, 2004).

Ustilago maydis (D.C.) Cda. produce un micelio dicariético, que se fragmenta
y se transforma en teliosporas después de ocasionar una necrosis en el
tejido de la planta hospedante (Ulloa y Herrera, 1994, citados por Martinez,
1999).

Clinton (1904) citado por Christensen (1963) describi6 las clamidosporas de
U. maydis como elipsoidales a esféricas, mas o menos irregulares, con

abundantes espinas pero con sus puntas recortadas, y normaimente ente 8-



11 u, pero ocasionalmente arriba de 15 p de longitud. Fischer (1953) citado
por Christensen (1963) consider6 la espora principalmente globosa a
subglobosa, café olivo claro, y principaimente de 7-10 p de diametro.

La longitud de las clamidosporas varié, desde 4.8 p hasta 30.7 y. Las
clamidosporas producidas por diferentes aislamientos variaron en el tamano
promedio de 7.8 x 8.5 ya 9.1 x 10 p (Christensen, 1963).

La teliospora (clamisdospora) es un tipo de espora esférica o elipsoidal de
color café oscuro a negro, con protuberancias prominentes en forma de
espinas, de 7 a 11 p de diametro, con capacidad de resistir condiciones
adversas del ambiente (es la estructura de resistencia del hongo); posee dos
nucleos y al germinar presenta cariogamia, meiosis y mitosis; la pared se
abre emitiendo un cuerpo tubular llamado basidio o promicelio, generalmente
con cuatro células haploides que se transforman en basidiosporas (Herrera y
Ulloa, 1998, citados por Villanueva et al., 2007).

La longitud de esporidios difiere en gran medida, especialmente cuando las
lineas son cultivadas sobre sustratos artificiales. Christensen (1963) midi6
los esporidios de tres lineas diploides y cuatro haploides. El promedio en
longitud de esporidios de una linea dada varié desde 13.4 hasta 28.9 p
dependiendo de su fuente

El esporidio es ovalado, hialino, con nucleo haploide y constituye la fuente
de indculo primario; puede dividirse por gemacion produciendo esporidios

secundarios o puede germinar en la superficie del hospedante, produciendo

una hifa haploide (Agrios, 1999).



El micelio haploide esta formado basicamente por hifas haploides
provenientes de la germinacion del esporidio (De la Garza, 1974; Carroll,
1998; citados por Martinez, 1999).

Los soros o agallas se forman principalmente en la inflorescencia femenina,
carecen de columela y pueden ser desnudos o estar cubiertos por un
peridio. Las esporas son generalmente equinuladas y no estan dispuestas
en cadenas o forman bolas, se producen en gran cantidad dentro de cada
soro, constituyendo masas negras pulverulentas en la madurez (Ulloa vy

Herrera, 1949, citados por Martinez, 1999).

2.5. Mutacion

Los cultivos masivos de U. maydis frecuentemente llegan a ser no
patogénicos después de muchas transferencias sobre un sustrato solido
artificial. Ahora se sabe que esto es debido a la seleccidn unisexual de
lineas a partir de una poblacién mezclada mas que debido a los mutantes.

La mutaciéon es una de las causas primarias de variacion genética en
organismos carbon y U. maydis parece ser la especie mas mutable de los
hongos estudiados hasta ahora. Los tipos de mutaciones mas comunmente
observados son: 1) Caracteres culturales, incluyendo color, topografia,
consistencia de colonias, direccion del crecimiento, naturaleza del margen,
zonacion, tasa de crecimiento y tipo de crecimiento (esporidial o micelial); 2)
Caracteres fisiolégicos, incluyendo produccion de enzimas, reaccion a

sustancias quimicas (incluyendo tientes) y toéxicas, respuestas a



temperaturas, y tenagencia a Mmutdl, o) Calduleies HHIUIUIVYILUD, thiviuy vy
tamario, forma, y color de esporidio. 4) Compatibilidad sexual y virulencia.

La magnitud de las diferencias en caracteristicas culturales entre mutantes y
sus padres es a menudo llamative, pero en algunos casos es casi
imperceptible (Christensen, 1963).

Las mutaciones en forma y tamafio de esporidios no son insdlitas en cultivos
creciendo sobre medio nutritivo; por ejemplo, una linea mutante formo
esporidios irregulares de diversas formas, otra produjo esporidios en forma
de pesas, y aun otra produjo esporidios que  normalmente fueron
redondeados en sus extremos. Algunos mutantes tienen una tendencia a
desarrollar pigmento oscuro en sus esporidios. Puede haber cambios
pronunciados en compatibilidad entre lineas haploides. En U. maydis, la
mayoria de las mutaciones de genes para virulencia ha involucrado pérdida
de factores para patogenicidad. Como en otros caracteres mutantes, puede
haber muchos cambios en los grados de virulencia. Las lineas diploides
ocasionalmente producen mutantes que fallan para causar infeccion cuando
son inyectados solos en plantas de maiz por medio de jeringas hipodérmicas
(Christensen, 1963).

La mutacion en U. maydis es facilmente detectada cuando los organismos
son cultivados sobre un sustrato nutritivo solido. Sobre tal medio, los
mutantes aparecen mas frecuentemente como un sector en forma de cufia o
de abanico en la colonia. Un alto porcentaje de los sectores normalmente se
desarrolla cerca del final de una colonia; aunque ellos pueden también
originarse cerca del centro. Los sectores varian grandemente en tamafo,

forma, color, y caracteres culturales; y también en agudeza del contorno.
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Algunas veces pequefios sectores distintos pueden ocurrir entre sectores
primarios. Obviamente muchos mutantes no son observados debido a que
pueden ser similares a sus padres sobre el medio de cultivo sobre el cual
ellos surgieron pero a veces ellos son muy diferentes cuando crecen en un
ambiente diferente. Ademas, pueden ocurrir cambios en factores para
compatibilidad, virulencia, vy fisiologia sin obvia modificacion de caracteres
culturales.

Con respecto a la frecuencia de la mutacién se ha demostrado que la tasa
de mutacion de una linea monosporidial negra a blanca fue alrededor de 1-
1000.

Algunos mutantes permanecen relativamente constantes a través de muchas
generaciones de cultivos sucesivos, mientras que otros producen nuevos
mutantes y esos a su vez pueden producir aun otros mutantes y asi
sucesivamente.

De acuerdo con Stakman etf. al., citados por Christensen, 1963, las altas
temperaturas, 25°C o mas, son conductivos para la mutacion. La alta
temperatura, como otros agentes mutagénicos, no solamente incrementa la
frecuencia de mutacién, sino que induce cambios genéticos pronunciados y
diversos. Por lo tanto es deseable almacenar los cultivos del hongo a 17°C o

menos para inhibir cambios genéticos.

2.6. Desarrollo de la enfermedad

El hongo inverna en forma de teliosporas en los restos del cultivo y en el

suelo, donde se mantiene viable durante muchos afios. En la primavera y el
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verano, las teliosporas germinan y producen basidiosporas que son llevadas
por las corrientes de aire y son salpicadas por la lluvia hasta los tejidos
jovenes y en proceso de desarrollo de las plantas de maiz. Las
basidiosporas germinan sobre la superficie del hospedero y producen una
hifa fina, la cual se introduce en las células epidérmicas por penetracion
directa. Sin embargo, después de un desarrollo inicial, el crecimiento se
detiene y la hifa por lo comun se marchita y en ocasiones muere, a menos
que entre en contacto y se fusione con una hifa haploide proveniente de una
basidiospora del tipo de apareamiento compatible (Agrios, 1999).

El proceso de apareamiento de los esporidios es regulado por un sistema
de apareamiento tetrapolar que consiste en el apareamiento de los loci a y
b. El locus bialélico a codifica componentes de un sistema de reconocimiento
de ceélula/célula consistiendo de precursores y receptores de feromonas
lipopéptidas.

La compatibilidad del apareamiento es regulada por genes productos de los
loci a y b en el nivel de pre y postfusion, respectivamente. El dicarion
filamentoso resultante del apareamiento depende de la planta hospedante
para su desarrollo completo. En contacto con la planta, caracteristicas
estructuras de infeccion, llamadas apresorios, permiten la penetracion
directa y la subsecuente proliferacion en el 6rgano de la planta infectada. La
planta hospedante reacciona con la formacién de tumores en los cuales el
hongo prolifera y eventualmente produce teliosporas diploides. Hasta ahora
no ha sido posible generar estructuras de infeccion in vitro lo cual puede

indicar la necesidad de ciertas sefales de plantas o sefales superficiales



que necesiten ser reconocidas para desencadenar esta diferenciacion
(Kahamn y Kamper, 2004).

Snetselaar y Mims en 1993, al documentar la infeccion de los estigmas con
micrografias, reportaron que cuando el indculo consistié de cepas haploides
individuales, no fueron observados ni apareamiento ni estructuras de
infeccion. Cuando los estigmas fueron inoculados con esporidios que
tuvieron alelos compatibles en ambos loci de apareamiento (a, b), el
esporidio se apare6 usando un tubo de conjugacién, y cada par formé una
hifa de infeccion dicaridtica que creci6 rapidamente atravesando la superficie
del estigma, desarrollé un apresorio, y penetré el estigma. Cuando el
esporidio fue compatible a a pero no a b, el apareamiento ocurrid
irregularmente, y la hifa resultante crecié lentamente y no penetré el estigma.
Lo esporidios incompatibles a a no se aparearon o formaron estructuras de
infeccién sin importar los alelos b que ellos llevaban. El esporidio diploide
con alelos compatibles a y b no se apare6 pero formd hifa infectiva
directamente. Las hifas dicarioticas y diploides formaron apresorios hialinos,
ligeramente hinchados sobre los cruces de la pared celular. La hifa
penetrante surgié del apresoric y penetro los estigmas creciendo entre
células epidermales.

El micelio en la agalla permanece intercelularmente durante la formacion de
la misma, pero antes de la esporulacion, las células alargadas del maiz son
invadidas por el micelio, por lo que se colapsan y mueren. El micelio del
hongo utiliza los contenidos de la célula para desarrollarse, y la agalla
consiste entonces principalmente de micelio dicariético y restos de células.

La mayoria de las células dicariéticas posteriormente se transforman en
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teliosporas y durante el broceso parecén abscsber y utilizar el protoplasma
de las demas células miceliales, las cuales quedan vacias. Sélo la
membrana que cubre a la agalla no es afectada por el hongo, pero
finalmente se rompe y las teliosporas son liberadas. La mayoria de las
teliosporas cae sobre el suelo o permanece en los restos del maiz, donde
pueden sobrevivir durante muchos afios (Agrios, 1978).

Kahman y Kamper, en 2004 al hacer una revision de la relacién de la
biologia con el desarrollo patogénico encontraron que entre 3 y 4 dias post
infeccion, las hifas comienzan a ramificar y se llenan con citoplasma. El
dramatico cambio en el modo de crecimiento coincide con el comienzo del
desarrollo de tumor alrededor de 5 dias post infecciébn. En estados
subsecuentes, la ramificacion incrementa profusamente y ocurre a intervalos
mas cercanos, sefialando el comienzo de la formacién de teliosporas. A los 9
dias post infecciébn las hifas flngicas estan rodeadas por material
mucilaginoso, y tienden a torcerse una contra otra. La fragmentacion de hifas
en segmentos de una a varias células alargadas también ocurre en este
punto dando una apariencia de un “saco lleno de gusanos”. La cariogamia
probablemente ocurre en este estado, y es seguido por la maduracion de

células individuales redondeadas para producir las teliosporas diploides

ornamentadas.
2.7. Métodos de inoculacion artificial

Muchos investigadores han inoculado semillas de maiz con clamidosporas

de U. maydis y obtuvieron resultados negativos. La inoculacién artificial de
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maiz no fue exitosa hasta que Brefeld en 1888 asperj6 la planta de maiz con
una suspension de esporidios producidos en un medio de cultivo. Este
método de aspersion ha sido empleado subsecuentemente por muchos
investigadores. Las clamidosporas secas también han sido espolvoreadas
sobre plantas. Las dos técnicas han sido usadas extensivamente en el
campo para probar lineas y variedades de maiz para resistencia al hongo
(Christensen, 1963).

En 1988 Loépez observo que cuando se inyectaron las basidiosporas en el
tallo y el cogollo a plantas de 30 dias de edad se originé el porcentaje de
infeccion mas alto y se formo la mayor cantidad de agallas del hongo.
Thakur et al. (1989), obtuvieron que las agallas de jilote fueron inducidas en
alta frecuencia en las plantas del maiz Tastyvee sweet en las cuales la
suspension esporidial fue inyectada entre la vaina de la hoja y el tallo en el
sexto, séptimo, y octavo nudos por abajo de la punta de la planta 0-8 dias
antes de la emergencia de la espiga. El desarrollo de las agallas fue mas
variable en tallos o brotes axilares que en jilotes. Se obtuvo que la técnica de
inyeccion es adecuada para estudios de interaccion hospedante-patogeno
entre maiz y huitlacoche.

Pataky (1991) probé las siguientes técnicas de inoculacion para inducir
agallas de mazorca en maiz dulce: 1) asperjando suspensiones esporidiales
entre las vainas de las hojas y los tallos del sexto al octavo nudo: 2)
inyectando suspensiones esporidiales dentro del sexto al octavo entrenudo;
3) hiriendo las vainas de las hojas del sexto al octavo nudos con arena,
seguido por una aspersion de una suspension esporidial en las heridas; 4)

hiriendo las vainas de las hojas del sexto al octavo nudo con arena en la
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cual iban mezcladas las teliosporas. Solamente la técnica de la inyeccion
esporidial incrementd sustancialmente la incidencia de hongo, pero esta
incrementd la incidencia de agallas de tallo, espiga y hoja mas que las
agallas de jilote.

Zimmerman y Pataky (1992) evaluaron varios métodos de inoculacion de
huitlacoche en maiz dulce. La inyeccion de esporidios dentro de los canales
de estigmas en los estados de plenos estigmas y estigmas tempranos
resulté en 50 % y 20 % de incidencia de agallas de jilote, respectivamente,
sobre Sweetie Bicolor 76 y Yankee Belle. La inyeccién de teliosporas en los
estados de plenos y tempranos estigmas resulté en 24 y 21 % de jilotes con
hongo. Menos del 5 % de los jilotes tuvieron agallas cuando los esporidios o
teliosporas fueron inyectados dentro de jilotes antes de la emergencia de los
estigmas o dentro de los brotes antes de la emergencia de los tallos de jilote.
Asperjando esporidios o teliosporas sobre tallos de jilote heridos por
raspado con arena no incrementd sustancialmente el hongo. En otra
prueba, la incidencia de agallas de jilote fue 40y 44 % en Sweetie Bicolor
76 cuando las teliosporas o esporidios fueron asperjados sobre tallos de
jilotes heridos en los estados de temprano y medio estigma,
respectivamente.  Otros tratamientos, incluyendo el testigo, tuvieron
alrededor del 20 % de agallas de mazorca.

Villanueva y su equipo de trabajo fijaron la densidad de indculo en 10°
esporidios por mililitro de suspension y la edad de los jilotes en estigmas de

3 a 5 cm de longitud por fuera de las bracteas de la mazorca (Villanueva et

al., 2007).



Pope y Mclarter (19y4) evaiuaion [euus ue invtuiavivii paia induvn
huitlacoche en jilotes de maiz. El inéculo, que consistio de una mezcla de
seis lineas de esporidios a 10° células por mililitro, fue aplicado (3 ml por
jilote) a estigmas intactos, a estigmas parcial o totalmente removidos con
tijleras de podar, o a los extremos expuestos de jilotes de los cuales fueron
removidos 1.5-2 cm del elote por medio de poda, o este fue inyectado a
través de las bracteas dentro el elote. La inoculacion de estigmas intactos o
parcialmente removidos resulté en poca o nula enfermedad. La inoculacion
de las puntas de los jilotes de los cuales los estigmas fueron totalmente
removidos o donde 1.5-2 cm del elote fueron removidos fue moderadamente
exitosa. Los métodos de inyeccion de elotes y de inyeccion en puntas
resultaron consistentemente en la mas alta incidencia (97 %) y la mas alta
severidad de la enfermedad.

Leal en 1996 trabajé sobre evaluacion de metodologias para la induccién
artificial de cuitlacoche llegando a las siguientes conclusiones: Se observo
que estadisticamente es preferible usar basidiosporas como inéculo en lugar
de teliosporas. Es posible inducir artificialmente la infecciébn de Ustilago
maydis en jilotes de maiz mediante la técnica de inoculacién. No se encontro

diferencia estadistica entre hacer una o dos aplicaciones de inéculo. No se
encontraron diferencias entre el empleo de una concentracion de 10°
esporas por ml y de 10° esporas por ml. Se observé que estadisticamente

es mejor aplicar en forma endégena que exdgena inyectando el inéculo a

través del canal por el que emergen los estigmas.
Villanueva (1995) encontré que los mejores resultados se obtuvieron

aplicando 10° basidiosporas por ml de agua destilada estéril, inoculadas en
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con mazorca totalmente agallada (33.4 %) e indice de severidad (49.28 %),
superando a los otros tratamientos evaluados con in6culo producido en
medio sélido. También encontré6 que los jilotes con estigmas proximos a
emerger fueron los mejores y que el tratamiento con una densidad de 2.5
millones de basidiosporas mi™, fue el mejor para el caso del indice de

severidad.

2.8. Factores que influyen en el desarrollo del huitlacoche

Villanueva et al. (2007) indican que en general, para que ocurra el desarrollo
del huitlacoche se requiere de: tejido tierno de la planta susceptible de maiz,
hongo virulento especifico para la planta susceptible, una técnica adecuada

de inoculacion y condiciones ambientales favorables.

2.8.1. Factores ambientales

Villanueva et al. (2007) indican que en campo abierto, cuando se tiene una
variedad de maiz susceptible y un inoculo de huitlacoche virulento
especifico para dicha variedad, el clima adquiere un papel permisivo e
incontrolable. Por lo cual no existen actualmente tecnologias seguras de
produccion controlada de huitlacoche a cielo abierto.

Es usualmente asumido que la lluvia y el clima humedo son los factores
ambientales mas criticos y esenciales para la infeccion. La humedad es
definitivamente necesaria para la germinacion del tubo germinativo hasta

que el hospedante es penetrado (Christensen, 1963).
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Si la mayoria de la infec-cién natural ocwurreﬁen regiones meristematicas del
cogollo, entonces pareceria improbable que la humedad fuera un factor
limitante después de que el indculo ha logrado la infeccion. Cuado las
plantas son inoculadas por el método de la jeringa hipodérmica y colocadas
en un invernadero relativamente seco, han resultado siempre excelentes
resultados. Se han obtenido resultados que indican que el clima seco,
expresado por un bajo numero de dias de precipitacion y un alto porcentaje
de sol, condujo al desarrollo del hongo.

Burger (1809) citado por Christensen (1963), reporté que la alta densidad de
poblacién de maiz favoreci6 el desarrollo del hongo. Se establecié que las
plantaciones densas promovieron el desarrollo del hongo debido a que estas
mantuvieron mayor humedad del aire. También se cree que las plantaciones
densas incrementaron la cantidad de hongo debido a que las plantas
permanecieron suculentas por periodos mas largos. También se ha
reportado mayor porcentaje de incidencia de plantas infectadas cuando las
plantas estan mas juntas que cuando estan mas separadas. Sin embargo,
algunos autores obtuvieron resultados opuestos a los anteriores; las
siembras mas espaciadas no so6lo dieron un mayor porcentaje de plantas
con hongo, sino que la severidad fue tres veces mayor sobre el maiz con
menor densidad de poblacion.

Leal (1996), al evaluar metodologias para la induccion artificial de
huitlacoche, no obtuvo diferencias entre emplear densidades de 35,000 vy
55,000 plantas por hectarea.

En 1999, Martinez, al inocular diferentes patotipos de huitlacoche sobre maiz

de genotipo uniforme concluyé que la humedad relativa afecté notablemente



el desarrollo del huitlacoche, ya que en maiz hibrido establecido en la misma
fecha de siembra (5 de abril de 1997) en la primera inoculaciéon ( 26-30 de
junio) con 64 % de humedad relativa resulté 0 % de incidencia; mientras que
en la segunda inoculacion (15-18 de julio) con 72.2 % de humedad relativa,
hubo teliosporas con un alto porcentaje de incidencia (83.33y 87.5 % ).

Hay considerables diferencias de opinion sobre la predominancia del hongo
en maiz sembrado en diferentes fechas. Muchas pruebas han sido hechas;
algunos investigadores reportaron mas hongo en siembras tempranas, otros
menos, otros no obtuvieron diferencias en cantidad de hongo al sembrar en
diferentes fechas.

En 1988 Loépez estudid los factores que determinan el desarrollo del
huitlacoche y concluyé que los periodos donde se formo la mayor cantidad
de agallas coincidieron con las humedades relativas mas altas (estando
éstas entre 80.36 % y 72.31 %); también se encontr6 cierta tendencia a
incrementar la cantidad de agallas conforme aumenté la precipitacion (53.0-
48.0 mm). La velocidad del viento no tuvo influencia alguna.

Las temperaturas relativamente altas favorecen la formacién y la
germinacion de clamidosporas, la brotacion de esporidios y el crecimiento
del micelio. La mayoria de los investigadores estd de acuerdo en que las
temperaturas de 25°C o mas conducen al desarrollo del hongo en el
hospedante. También se ha encontrado que las temperaturas arriba de 25
°C son propicias para la infeccién, mientras que las temperaturas de 20 °C o
menos son de los principales factores limitantes. Es bien sabido que las
agallas de huitlacoche desarrollan clamidosporas maduras mucho mas

rapido a temperaturas relativamente altas que a bajas.
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En 1988 Lopez estudio los factores que determinan el desarrollo del
huitlacoche y encontré que el hongo se aisl6 favorablemente sembrando las
clamidosporas y/o basidiosporas mediante el método de siembra de rayado
con PDA a temperaturas de 25 a 28 °C. También concluy6 que los periodos
donde se formé la mayor cantidad de agallas coincidieron con la temperatura
media mas alta (18.72-17.17 °C)

Leal en 1996 al evaluar metodologias para la induccion artificial no encontré
diferencias entre fertilizar y no fertilizar el maiz en el que se inoculo.
Villanueva et al. (2007), indican que la produccion artificial de huitlacoche al
aire libre no es segura pese a contar con variedades susceptibles y cepas

virulentas del hogo, ya que ésta depende de las condiciones ambientales.

2.8.2. Caracteristicas del hospedante

Se ha considerado por algunos autores que ciertos caracteres fisiologicos y
morfologicos del maiz estan relacionados con su resistencia al huitlacoche,
(Villanueva et al., 2007).

Villanueva (1995) sefialé que la ausencia de ligula en las hojas de maiz esta
asociada con la susceptibilidad; la buena cobertura de la mazorca esta
relacionada con la resistencia, porque aporta proteccion contra las
infecciones naturales y que el nimero de granos en la mazorca presenta una
relacion inversa con la resistencia. Este mismo autor indicdé que Hirschhorn
(1986) y Zimmerman y Pataky (1992), sefialan que la compactacion de las

hojas de mazorca es un caracter que favorece la resistencia.



En estudios relacionados con el vigor del hospedante en reiacion a
desarrollo del hongo, se ha concluido que el desarrollo rapido y sostenido de
la planta de maiz desde estado de plantula a tamafio final, les permitio a las
plantas resistir o escapar al hongo (Walter, 1935 citado por Christensen,
1963).

Frecuentemente las agallas son grandes y normalmente mucho mas
conspicuas en plantas de maiz vigorosas. Cuando las plantas son
extremadamente bajas en vigor, el numero de agallas por planta puede ser
reducido debido a un decremento en el desarrollo de brotes de nudo (Walter,
1935 citado por Christensen, 1963).

En cuanto a los dafos al hospedante, ha habido varios reportes
contradictorios. La infeccion del hongo desarrolla por si misma sobre partes
danadas. La mutilacion (por ejemplo el desespigado) parece tener un efecto
indirecto, ya que éste estimula el desarrollo de agallas del hongo en
meristemos laterales e internodales.

Villanueva (1995) basado en pruebas realizadas en variedades criollas de
maiz de la raza Chalguefio indica que cuando los jilotes son inoculados muy
jovenes (sin estigmas), mediante inyeccion con jeringa hipodérmica, tienden
a abortar y a mostrar pudriciones por patégenos sistémicos; en cuyo caso, la
planta no produce grano ni huitlacoche, existiendo diferencias notables a
esta reaccion entre variedades criollas de polinizacion abierta. Segun este
autor, el mejor tamafio para la inoculaciéon del jilote, es aquel que haya
logrado un crecimiento tal que evite la detencién de su desarrollo a

consecuencia de las heridas ocasionadas al inyectarle el inoculo.
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El autor anteriormente citado, experimentd con varios tamarios de jilote y
encontré que la inoculacion de jilotes con estigmas que estan a punto de
brotar, fue numéricamente mejor que la inoculacion de jilotes con estigmas
de 3 cm de longitud, por su mayor porcentaje de incidencia, indice de
severidad y de plantas con mazorca totalmente agallada; lo mismo ocurrio
en otro experimento con los jilotes sin estigmas que superaron
significativamente a los que tienen estigmas.

En 1999, do Toi y Pataky encontraron que los jilotes fueron susceptibles a la
infeccién por U. maydis desde el momento de la emergencia de los
estigmas hasta 8-14 dias después de esta. Durante este periodo de
susceptibilidad, la incidencia de jilotes con agallas decrecid
significativamente conforme envejecieron los estigmas, siendo 85, 66, 26, y
7 % cuando los jilotes fueron inoculados a los 0, 4 ,8 y 12 dias después de la
emergencia de los estigmas, respectivamente. El periodo en que los jilotes
fueron susceptibles a la infeccion por huitlacoche fue mas corto y la
incidencia de jilotes con agallas decrecié6 mas rapidamente cuando los
estigmas fueron expuestos al polen que cuando no lo fueron.

Por otro lado, la relacién entre la incidencia de jilotes con agallas y la edad
de los estigmas varié entre hibridos, lo cual puede estar asociado con la
variacion en el periodo de tiempo en la emergencia de los estigmas entre
hibridos de maiz dulce. Un prolongado periodo de emergencia de estigmas
extenderia el periodo de infeccion por U. maydis, debido a que los estigmas
de emergencia tardia no son polinizados y permanecen susceptibles a la

infeccion del hongo (do Toi y Pataky, 1999).
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Pataky y Chandier (2003) al estudiar la época de inoculacién y el control de
la polinizacién, encontraron que el rendimiento de huitlacoche y severidad de
agallas de jilotes estuvieron cercanamente relacionados; dichas variables
fueron mas grandes cuando los jilotes fueron inoculados 4-8 dias despues
del estado de crecimiento de media-seda (estigmas comenzando a emerger
en el 50 % de plantas en una parcela).

Dichos autores también encontraron que las agallas de jilote fueron 5-15 %
mas grandes sobre jilotes que no fueron polinizados, comparadas con los
que fueron polinizados. El rendimiento maximo de huitlacoche fue de 131 g
por jilote de maiz dulce desespigado inoculado 6 dias después de la etapa
de media-seda. Alrededor del 25 % del peso total del huitlacoche fue
considerado comercial cuando los rendimientos fueron mas altos. La calidad
de huitlacoche no fue afectada por los tratamientos de tiempo de
inoculacion o polinizacion, pero la calidad de huitlacoche cosechado 12-14
dias después de la inoculacién fue inaceptable principalmente debido a la
falta de teliosporas, lo cual afecto el color y sabor.

Para que ocurra la maxima incidencia y severidad de huitlacoche, se
requiere que la inoculacion sea realizada en el tamaro 6ptimo de jilotes, el
cual también depende del tipo de variedad ya que existen variedades donde
resulta mejor inocular jilotes antes de que sus estigmas expuestos alcancen

la maxima longitud (Villanueva, 1995 Villanueva et al., 2007)
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2.8.3. Variedad hospedante

La gran mayoria de las variedades de maiz presenta algin grado de
susceptibilidad al ataque de Ustilago maydis; las variedades de maiz dulce
son las mas susceptibles a esta enfermedad (Pataky et al., 1995).

Cada variedad de maiz puede responder de diferente manera a la fecha de
siembra, densidad de inoculo aplicado y tamafio de jilote inoculado. Esto
implica que para cada variedad susceptible y localidad con clima favorable
para el desarrollo del huitlacoche, deben definirse también de manera
especifica la edad optima de inoculacién del jilote y la mejor fecha de
siembra, Villanueva et al. (2007).

Los autores anteriormente citados indican que los hibridos resistentes al
carbon han sido producidos en programas de mejoramiento, pero que la
naturaleza y durabilidad de la resistencia han permanecido desconocidas.
Corcuera y Sandoval (1999), citados por Villanueva et al. (2007), indicaron
que 78 lineas endogamicas de maiz fueron probadas para evaluar su
comportamiento al huitlacoche y que s6lo un 7.9 % del total fueron atacadas
por este patdogeno, ademas indicaron que Corcuera probé 37 lineas
endogamicas de maiz y encontré que Ustilago maydis se presentd sélo en
cinco (13.5 %) de ellas con sus sintomas clasicos en inflorescencias
masculinas y femeninas.

Orona (1995), al evaluar la magnitud de la incidencia y severidad inducida y
natural de algunas variedades mexicanas de maiz, encontré que la mayor
incidencia de huitlacoche se present6 en las variedades Hidalgo 8 (36.03 %)

e hibrido H-129 (35.13 %). Con respecto a la incidencia natural que se



presentd en la mazorca y el tallo, se obtuvieron los mas altos indices de

infeccién en la mazorca de la variedad Cafime SM,, Seq. (25.68 %) y

Zacatecas 218 Original (14.17 %). Mientras que los mas bajos ocurrieron en
el hibrido H-129 (0.83 %) y V-7 original (0.93 %).

El autor anteriormente citado también encontré que hubo diferencias
significativas para la severidad inducida, no asi para la severidad natural. La
mayor severidad inducida se observo en las variedades Cénico compuesto
original (33.09 %) y México 208 (19.23 %) y la mas baja en las variedades
V-7 original (0.94 %) e Hibrido H-30 (1.81 %) y H-28 (1.81 %). En general, la
severidad fue mayor cuando la infeccién ocurri6 de manera natural que
cuando se hizo inoculaciéon. La mayor cantidad de huitlacoche por parcela
con huitlacoche inducido (34.85 g) y espontaneo (217.5 g) se tuvo en la

variedad Cafime SM, Seq.

Leal (1996), al evaluar metodologias para la induccion artificial de
huitlacoches, no detect6 diferencias entre el empleo de las variedades H-422
y el Blanco Aleman, por lo que ambas presentaron una respuesta similar a la
induccién artificial del carbon.

En 1988 Loépez estudid los factores que determinan el desarrollo del
huitlacoche y concluyé que no se encontraron diferencias significativas entre
los genotipos probados, en cuanto a susceptibilidad a Ustilago maydis.
Villanueva et al. (2007) indican que se debe considerar que para lograr
buenos resultados de incidencia, severidad y rendimiento de huitlacoche
artificialmente inducido, el uso de variedades criollas de polinizacion abierta

de maiz es una desventaja crucial, ya que su heterogeneidad genética es

27
otro organo de la planta representan un problema para la produccién porque
al no estar cubiertas por el totomoxtle, como en el caso de la mazorca,
producen agallas pequefas y endurecidas propensas al deterioro por dafos

fisicos durante la cosecha y manejo posterior y facilitan contaminaciones e



infecciones no deseadas por diseminacion hacia otros cultivos de maiz
sembrados para cosechar grano (Villanueva et al., 2007).

Melches en 1921, citado por Christensen (1963), encontré que los cultivos
de U. maydis fueron diferentes en su habilidad para causar infeccion al
inocularlos artificialmente en plantas. Indicé que las lineas de autocruza y
los hibridos difirieron en resistencia al cultivarlos en diferentes localidades.
Por estos tiempos, Stakman y Christensen hicieron aislamientos de
clamidosporas y los inocularon en 10 variedades de maiz que difirieron
grandemente en susceptibilidad al hongo. Todos los cultivos causaron
infeccién en todas las variedades, pero las diferencias en severidad de
infeccion en ciertas lineas de maiz fueron a veces muy grandes.

Bartolon et al.  (1999) evaluaron tres fuentes de indculo en la produccion
artificial de huitlacoche en los Vailes Altos de México. Las fuentes inoculadas
fueron: Chapingo, Cholula y Chapingo+Cholula en una variedad
experimental susceptible. Se inocularon 1868, 2269 y 474 plantas con las
correspondientes cepas, aplicando 1.5 ml de una suspensiéon con 10°
basidiosporas ml™. El testigo consisti6 de 1500 plantas que se dejé sin
inoculacion. El testigo presenté 0 % de incidencia del hongo. Las tres cepas
probadas de Ustilago maydis (Chapingo, Cholula y Chapingo+Cholula)
fueron estadisticamente iguales para rendimiento de huitlacoche (4.26,50y
5.41 toneladas ha™, respectivamente).

En 1999, Martinez al inocular diferentes patotipos de huitlacoche sobre maiz
de genotipo uniforme  concluyo que la teliospora nimero 70, fue
significativamente superior en las variables indice de severidad (50.6),

rendimiento del hongo por planta infectada (279.7 g) e inoculada (215.2 g), lo
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que representa un rendimiento extrapolado de 12.91 ton ha™' (60,000 plantas
ha™). El valor mas alto de incidencia del hongo fue para la teliospora nimero
71 con 87.50 %. De las 300 familias evaluadas, la familia 79 presento el
mayor peso promedio del hongo por planta inoculada (151.87 g)
estimandose un rendimiento de 9.11 ton ha™', con base en a una muestra de
19 plantas inoculadas. De igual manera, las familias 38 y 75 obtuvieron el
mas alto porcentaje de incidencia del hongo, 92.86 % .

Villanueva et ai. (2007) indican que no es problema encontrar variedades
susceptibles, patégeno virulento, ni clima favorable; lo dificil es garantizar
que en cultivo a cielo abierto coincidan a voluntad las condiciones de
temperatura y humedad relativa favorables para el desarrollo del hongo en
los dias subsiguientes a la inoculacion. Ademas indican que las
discrepancias sobre el nivel de humedad y temperatura que mas afectan la
incidencia y el desarrollo del huitlacoche, pueden deberse a las diferencias
geneticas del material vegetal utilizado por los diferentes autores en sus
estudios.

Un aspecto importante a considerar para llevar a mayor escala la produccion
artificial de huitlacoche es la pureza de la cepa a utilizar en la inoculacion.
Existe la posibilidad de que en los aislamientos de este hongo estén
presentes levaduras (Pichia y Candida) y bacterias que pueden tener efectos
antagonicos sobre el crecimiento de U. maydis (Guevara, 2007). El
crecimiento de estos contaminantes y el del huitlacoche es muy similar en
forma (levaduriforme) y color, por lo que se dificulta la diferenciacion entre

ellos en las primeras etapas de desarrollo (Villanueva et al., 2007).
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Especies de hongos de los géneros Aspergilius, Fusarium, MUcor, Feniciiari
asi como algunas bacterias, pueden colonizar a las agallas maduras de

huitlacoche (Christensen, 1963).

2.9. Metrologia microscopica

La medicion del tamafio de las células y organelos en el microscopio optico
requiere necesariamente de dos reglillas; una grabada sobre un pequefo
circulo de vidrio que se coloca dentro del ocular que se llama micrometro
ocular, y la otra se encuentra grabada en una placa de cristal con divisiones
muy precisas, esta placa de cristal es muy similar a un portaobjeto y se le
conoce como micrometro del objeto, micrémetro objetivo o de platina.

Esta ultima reglilla tiene por lo general un segmento grabado de 2 mm
dividido en 200 partes, o de 1mm dividido en 100 partes, es decir divisiones
de 1/100 micras. Cuando se observa a través del microscopio con ambas
reglillas colocadas se les puede ver superpuestas en el campo visual, y se
puede saber cuantas lineas del micrémetro ocular concuerdan con cuantas
lineas del micrémetro del objeto (Barrera y Cardenas, 1997).

Para obtener las dimensiones de ios objetos vistos al microscopio en micras,
es necesario que los valores de longitud obtenidos por medio de la reglilla
del micrometro ocular sean multiplicados por un factor de conversién, el cual
es obtenido como a continuacién se describe (Kohashi, 1967; French y
Hebert, 1980; Barrera y Cardenas, 1997).

a) Sustituir el ocular del microscopio por el ocular micrométrico.

b) Enfocar la escala del micrémetro de platina a través del microscopio.
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c) Girar el ocular hasta que las dos escalas estén paralelas.

d) Mover el micrometro de platina hasta que el comienzo (extremo izquierdo)
de su escala coincida con el de la escala del micrometro ocular.

f) Se calcula el valor micrométrico (VM) en micras:

VM= Medida del micrometro de platina, en micras
Unidades del micrometro ocular

Una vez calibrado el microscopio y obtenido el VM se procede a medir el

ancho y la longitud del objeto de intereés.

2.10. Determinacion del tamafo 6ptimo de muestra

En muestreo, al tomar una muestra de tamario n sélo se revisa una fraccién
n/N de una poblacién de tamafio N, y con base en ella, se infiere el valor del
parametro en la poblacién completa Es evidente que en estas condiciones
existira un error, el investigador no puede estar exento de él; pero éste es
controlable (Abad y Servin, 1982).

Uno de los criterios que se usan para determinar el tamafio 6ptimo de
muestra necesario para estimar un parametro, es mediante la fijacion de la
precision y la confiabilidad del estimador.

La precision se refiere al maximo alejamiento o error que el investigador esta
dispuesto a aceptar entre el estimador y el parametro correspondiente.

La confiabilidad esta dada por la seguridad o confianza que se desea tener
de que el estimador conserve la precisién deseada.

La ecuacion para obtener el tamafio de muestra para una poblacion infinita o

muy grande es:
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Donde,

no= tamafo optimo de la muestra; el cual depende de:

7, . confiabilidad deseada (valor de tablas)

S? : varianza de la media, estimada en una muestra preliminar.
d?: precision de nuestro estimador.
Si se desea un tamafo de muestra que garantice una confiabilidad de 95%,

entonces a=0.05 (7, =(-1.96)°=3.8416) y se cuenta con s’, estimador de

n?

S: , se tiene una estimacion del tamafio de muestra mediante la ecuacion:

3.84s’
d’

N, =

Los factores que determinan el tamafio de muestra nyson los siguientes.
Precision (d). La precision d aparece como denominador, por lo que si se
desea una precision alta, entonces el valor de d sera pequefio con lo cual
tendremos un ny de tamafo relativamente grande, es decir que a medida
que se requiera mayor precision, se requerira un mayor tamafio de muestra
(o).

Confiabilidad. En la ecuacién que se ha venido analizando, la confiabilidad

(1-a) esta expresada en términos de Z_ ,, que se encuentra en el

all

numerador, por lo que a mayor confiabilidad, o sea, a mayor valor de 7, ,
se tendra un mayor tamario de muestra.
Varianza o variabilidad de la poblacion. La variabilidad de una poblacion se

mide a través de la varianza y ésta, que se identifica como S; forma parte
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del numerador de la ecuacion para n; es por esto, que a mayor valor de S
se tendra un mayor tamafo de n, Cuando se tienen poblaciones
homogéneas, los valores de S; son pequefios, por lo que al aumentar la
variabilidad de una poblacion, se tendra un tamafio deS; mayor y por lo

mismo se requerird de un mayor tamafo de muestra (Gémez, 1977).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Evaluacion del efecto de la inoculacion cepa-hibrido especificos

3.1.1. Localizacion del sitio experimental

El experimento fue establecido en el Campo Agricola Experimental de la
Universidad Autbnoma Chapingo, durante los ciclos primavera-verano de
los afios 2006 y 2007, ubicado en el Campus Chapingo a los 19° 29" de
latitud Norte y a los 98° 53’ de longitud Oeste, a una altura de 2240 msnm
(Garcia, 1988).

3.1.2. Establecimiento y manejo del experimento en campo

El experimento fue establecido en los afios 2006 y 2007. La siembra de los
hibridos de maiz en el afio 2006 fue realizada el dia 27 de marzo. Fueron
sembradas manualmente una y dos semillas por cepa de manera alternada,
con separacion de 20 cm entre cepas, en surcos de 5 m de largo y una
separacion entre éstos de 80 cm, con lo que se obtuvo una densidad de
poblacién de 62,500 plantas ha™.

En el afo 2007, la siembra de los hibridos de maiz fue realizada de la misma
manera que en el 2006, excepto que en éste hubo dos fechas de siembra:

los hibridos de ciclo largo (30G40, A-791 y A-o0so) fueron sembrados
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el 27 de marzo y las de ciclo corto {Condor y Gavilan) el 12 de abril. Esto
fue con base en observaciones del afio 2006 sobre una notable diferencia
entre variedades en cuanto a dias a emisién de estigmas y con el fin de
lograr mejor coincidencia de la inoculacion con la época de mayor lluvia.
Inmediatamente después de sembrar, se aplico riego por gravedad con el
objeto de promover la germinacion. El segundo riego fue aplicado una
semana después del primero con la finalidad de facilitar la emergencia de las
plantulas. Los siguientes riegos fueron aplicados cada 15 dias y sélo en el
caso en el que las lluvias no fueron suficientes para mantener con humedad
al cultivo.

A los 11 dias después de sembrar las variedades precoces yalos 15 enlas
tardias fue realizado un transplante en los sitios donde no habia plantulas,
eéstas Ultimas fueron tomadas de los sitios que tenian dos, labor hecha
coincidiendo con un riego.

Entre los 20 y 22 dias después de sembrar, cuando la plantulas presentaron
de 4 a 5 hojas extendidas, fue realizado un aclareo para dejar una planta
por mata.

Las labores culturales realizadas fueron una escarda y un aporque utilizando
implementos tirados por el tractor. La escarda fue realizada a los 31 dias
despues de sembrar, mientras que el aporque fue realizado a los 40 y 44
dias después de la siembra, dependiendo de la fecha de siembra.

La formula total de fertilizacion fue 120-60-00 en dos aplicaciones manuales.
La primera fue realizada al momento de la siembra, donde se aplicé la mitad
del nitrégeno y todo el fosforo: Ia segunda al momento de realizar el

aporque, donde se aplico la otra mitad del nitrogeno.
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deshierbes manuales. Se utilizé la mezcla de 1 kg de Hierbamina® (479 g de
acido 2, 4-D) mas 1 litro de Gesaprim® (445 g de atrazina) ha™', aplicados en
humedo y en preemergencia. Las escardas, el aporque del cultivo y los
deshierbes manuales complementaron el control quimico de malezas.

El disefio experimental fue el de blogues completos al azar con cuatro
repeticiones, en donde la unidad experimental estuvo conformada por
cuatro surcos de 5 m de largo y 80 cm de ancho. El niumero de plantas por
parcela varié de 90 a 100, lo que equivale a una densidad aproximada de

62,500 plantas ha™.

3.1.3. Materiales genéticos evaluados

3.1.3.1. Cepas de huitlacoche

Durante los meses de julio y agosto de 2005 fue realizada una colecta de
mazorcas con agallas de huitlacoche producidas naturalmente en plantas de
los cultivos de maiz hibrido, localizados en los campos Lomas de San Juan
y Xaltepa pertenecientes al Campo Agricola Experimental de la Universidad
Auténoma Chapingo en Chapingo, Estado de México.

La Cepa 1 estuvo formada por dos huitlacoches (mazorcas infectadas)
producidos en plantas diferentes del hibrido de maiz 30G40; uno de los
cuales presentd una severidad de 90 % de y el otro del 100 %.

La cepa 2 estuvo formada por tres huitlacoches obtenidos de tres plantas del

hibrido Gavilan, dos de ellos presentaron 50 % de severidad y el otro 100 %.
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3.1.3.2. Genotipos de maiz utilizados como hospedantes

Los materiales de maiz utilizados como hospedantes en esta investigacion

fueron los hibridos 30G40, Gavilan, A-791, Condor y A-Oso.
3.1.4. Tratamientos

En cada bloque fueron asignados de manera aleatoria los siguientes
tratamientos:

1). La Cepa 1 colectada e inoculada en el hibrido 30G40 (Cepa1-30G40).
2). La Cepa 2 colectada e inoculada en el hibrido Gavilan (Cepa2-Gavilan).
3). La Cepa 3 colectada e inoculada en el hibrido A-791 (Cepa3-A-791).

4). La Cepa 4 colectada e inoculada en el hibrido Céndor (Cepa4-Céndor).

5). La cepa 5 colectada e inoculada en el hibrido A-oso (Cepa 5-A-0so).

Obsérvese que cada cepa fue inoculada en su respectivo hibrido de donde
anteriormente fue colectada. Es decir, el sistema huitlacoche-maiz
(genotipo) especifico ya se habia presentado naturalmente en campo, de lo
cual se asume que cada cepa es virulenta a su respectivo hibrido
hospedante. Asi, cada tratamiento es una pareja que se complementa en ‘

susceptibilidad y virulencia conforme a la generalizacion de la hipotesis gene

{
a gene. ‘
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3.1.5. Inoculacion

Cuando los jilotes primarios o superiores presentaron estigmas de tres a
cinco centimetros de longitud fuera de las bracteas, se realizé la inoculacion
con las cepas de Ustilago maydis (C.D.) Cda. previamente activadas e
incrementadas en el laboratorio. La aplicacion del in6culo fue con jeringa de
10 ml y con aguja pediatrica, inyectando de manera transversal 1 ml de la
suspensién con 10° esporidios, en la parte central de cada uno de los tres
tercios en que se puede dividir el jilote.

En cada unidad experimental fueron inoculados entre 90 y 100 jilotes (el
jilote primario de la planta) dando un total de casi 400 jilotes inyectados por
cada tratamiento (maiz hibrido).

La inoculacion fue realizada conforme iban apareciendo los jilotes listos para
inocular ya que no todos desarrollan estigmas al mismo tiempo en las
plantas del mismo hibrido, de tal manera que en cada genotipo fueron
realizadas de cinco a siete inoculaciones.

Cabe aclarar que el hibrido Condor fue inoculado cuando los estigmas
tuvieron una longitud entre 5 y 10 centimetros de largo, ya que con una
longitud menor el jilote era muy delgado y de escaso desarrollo lo que
favorecia la caida del mismo y/o parte del tallo. Contrario a lo anterior los

jilotes de A-791 eran gruesos y vigorosos aunque los estigmas tuvieran

menos de tres centimetros de longitud.
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3.1.6. Variables evaluadas

3.1.6.1. Porcentaje de incidencia

El porcentaje de incidencia (Pl) es el cociente del numero de jilotes

infectados entre el numero de jilotes inoculados multiplicado por 100.

3.1.6.2. Severidad

De los elotes infectados, se definieron cinco categorias de severidad y el
indice de severidad:

Severidad 1. Es donde el porcentaje de cubrimiento de la mazorca por
agallas es cero o cercano a cero.

Severidad 2. Es cuando la mazorca presenta alrededor de un 25 % de
cubrimiento por el hongo.

Severidad 3. La mazorca presenta alrededor de 50 % de cubrimiento por el
hongo.

Severidad 4. En este caso la mazorca presenta alrededor de 75 % de
cubrimiento por el hongo.

Severidad 5. Es el cubrimiento de la mazorca cercano al 100 %, por agallas
del hongo.

El indice de severidad (IS) es la media ponderada de los grados de
severidad, donde el factor de ponderacién es el nimero de plantas en cada

grado de severidad y fue obtenido con la siguiente formula (Villanueva,

1995):
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Donde:
Xi = |la severidad (Xi =1, 2, 3, 4, 5)

Wi = el nimero de mazorcas con severidad Xi

3.1.6.3. Rendimiento por planta infectada

El rendimiento en gramos por planta o por mazorca infectada (RP), es el
cociente del peso de huitlacoche con calidad comercial por parcela, en
gramos, entre el numero de mazorcas infectadas.

3.1.6.4. Rendimiento por hectarea

El rendimiento en kilogramos por hectarea fue calculado por medio de la
siguiente formula, RHa = 62500(RP) (PI), donde:

RP= rendimiento en kilogramos por mazorca infectada y Pl= porcentaje de
incidencia.

3.1.6.5. Porcentaje de elotes podridos

El porcentaje de elotes podridos (PEP) fue obtenido al dividir el numero de

elotes podridos entre el nimero de jilotes inoculados.
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El registro de datos fue realizado alrededor de 30 dias después de la
inoculacién o cuando las mazorcas infectadas por huitlacoche se mostraron
abultadas y las agallas ya contenian teliosporas, que es cuando en el peridio
de las agallas se aprecia un color blanco plateado y con tonalidades oscuras

0 negras en su superficie.

3.1.7. Analisis estadistico

Se realizd6 andlisis de varianza, analisis de correlacion y prueba de
comparacion de medias de Tukey con una P<0.05. El analisis se hizo por

afio y combinado.

3.2. Estudio de caracterizacion de cepas de huitlacoche

3.2.1. Observacion y descripcion de las colonias de las cepas

La caracterizacion cultural de las cinco cepas de huitlacoche utilizadas como
inoculo, se realizd con base en un examen e inspeccién a simple vista y con
microscopio estereoscépico, mientras crecian en medio de cultivo PDA
(papa, dextrosa y agar).

Las observaciones fueron hechas diariamente en los primeros 4 dias y
después a los 7, 9, 11, 14 y 17 dias después de que los esporidios fueron

trasferidos a un nuevo medio de cultivo.

Al hacer las observaciones de las colonias fueron registradas las siguientes

caracteristicas culturales:
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Color. Se defini6 una escala de colores que va del 1 al 7 y en forma
progresiva, como sigue: 1: cremoso, 2: café claro, 3: café con micelio gris, 4
café, 5: café oscuro, 6: negro con micelio gris y 7: negro, respectivamente.
Relieve. Se establecieron tres calificaciones: 1: Relieve bajo, cuando en el
relieve superficial de la colonia se apreciaron mas o menos bien las figuras o
porciones que sobresalian al plano de la colonia; 2: Relieve medio, si se
apreciaban bien las formas de la textura superficial de la colonia y 3: Relieve
alto, cuando las formas fueron muy evidentes, diferenciadas y
pronunciadas.

Tipo de crecimiento. Se detectaron dos tipos de crecimiento de la colonia
en PDA: 1: esporidial y 2: corto-micelial. Cuando sobre la superficie de la
colonia o en el margen del cultivo crecio algo parecido a micelio corto, se le
llamo crecimiento micelial; y cuando no, se designé como esporidial.
Direccién del crecimiento. Cuando el crecimiento avanzé en el sentido
radial, la direccion del crecimiento fue designada como 1: horizontal y
cuando crecid en espesor se le llamé 2: vertical.

Vigor del crecimiento. Se refiere al grado en que la masa esporidial cubrio
la superficie del medio de cultivo en la que fue sembrada.

Cuando la “costra” de esporidios cubrié mas o menos la superficie en la que
estos fueron rayados y esta fue delgada y poco densa, se designé como 1:
vigor bajo, cuando la cubri6 casi o en su totalidad mostrandose densa y
compacta, se le llamo 2: vigor alto.

Tipo de margen. Cuando el margen no estaba bien definido y era como
mancha o como el crecimiento miceiiar se le llamé 1: difuso: si estaba bien

definido pero sin poderse apreciar las formas o figuras que lo constituian se
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designd como 2: liso; cuando las formas se aprecian sin dificultad se le llamo
3: semiliso y si las formas fueron muy evidentes, al margen se le llamé 4
rugoso o aspero.

Grado de tincion del medio de cultivo. Se refiere a la tonalidad que
adquiere el medio de cultivo por efecto del color que libera la colonia; 1:
amarillo-café claro; 2: ambar tenue y 3: ambar.

Superficie tefiida. Es la porcidon (%) del medio de cultivo tefida por el color
gue libera la colonia, con respecto al total de la superficie no rayada con

esporidios en el momento de la siembra.

3.2.2. Morfologia de esporidios

Los caracteres morfologicos observados fueron: tamafio (largo y ancho en
), forma y color de los esporidios; para lo cual fue utilizado el microscopio
optico con objetivo de 40X.

La medicion de los caracteres mencionados fue realizada en dos etapas de
desarrollo: a los tres dias después de sembrar y la otra cuando ya no habia
cambios en el desarrollo y crecimiento de los mismos, lo cual ocurrid entre
los 15y 20 dias después de sembrar.

La forma de los esporidios se establecié con referencia a objetos comunes
tipicos: 1: forma de fruto de cacahuate, 2: forma de pepino y 3: forma ovoide.
Los colores registrados de los esporidios fueron: 1: translucido-incoloro y 2:
café claro.

De cada una de las cinco cepas se preparé una suspension de esporidios en

agua destilada. Posteriormente de cada suspension esporidial fueron
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realizadas preparaciones en portaobjetos, tefiidas con lactofenol para ser

observadas al microscopio.

3.2.2.1. Sistema de muestreo de esporidios

A partir de la parte superior del campo del microscopio se hizo coincidir la
escala del micrometro ocular con el eje longitudinal del esporidio que se
encontraba a su paso al mover la preparacion de derecha a izquierda. En
seguida se media la longitud contando las divisiones abarcadas por el
esporidio. Una vez medida la longitud se gir6 90° el micrémetro ocular para
medir el ancho del esporidio en turno.

La siguiente medicion se hacia recorriendo la preparacion de derecha a
izquierda hasta lograr que la escala del micrémetro ocular quedara paralela
al eje longitudinal del esporidio interceptado de manera aleatoria y asi
sucesivamente hasta llegar al extremo derecho del campo. En este punto se
recorria la preparacion hacia la parte superior del campo para evitar regresar
sobre la misma linea; enseguida se continué con las mediciones pero ahora
el recorrido fue de derecha a izquierda.

Con este procedimiento fueron medidos entre 25 y 142 esporidios por cada
una de las cinco cepas, en las dos etapas de desarrollo mencionadas.
Cuando la poblacion de esporidios muestreada era mas o menos

homogénea, el nimero de mediciones era menor y cuando era heterogénea,

el nimero era mayor.

46



3.2.2.2. Obtencion de anchura y longitud en micras

Las dimensiones de los esporidios en micras (u), se obtuvieron al multiplicar
los valores de anchura y longitud, tomados por medio de la reglilla del
micrometro ocular, por un factor de conversién conocido como valor
micromeétrico (VM).

El' VM, para este caso en particular y de acuerdo con Kohashi (1967), French
y Hebert (1980) y Barrera y Cardenas (1997), fue calculado de la siguiente
manera:

Medida del micrémetro de platina en micras =260 u

Unidades del micrometro ocular=100

Sustituyendo los valores en la férmula siguiente

mmp
[//M — 1
umo

Donde:
mmp = medida del micrémetro de platina, en u

umo = unidades del micrometro ocular

se obtuvo que:

VM = 260 (u) /100 =2.6 p.

Para el analisis de las dimensiones de las diferentes cepas en las diferentes
etapas de desarrollo fueron realizadas pruebas de comparacion de dos

medias de dos poblaciones mediante muestras aleatorias independientes,

con el estadistico t de Student (P< 0.05).
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3.2.2.3. Tamano o6ptimo de muestra para la medicion de esporidios

Utilizando los datos obtenidos de la medicion de anchura y longitud de los
esporidios fue obtenido el tamafio éptimo de muestra utilizando la férmula de
Gomez (1977), tanto para anchura como para longitud:

72 @2
Zu{,’Z‘Sn
dZ

O —
Donde:

N, = tamano 6ptimo de muestra estimado

Z?,, = valor de Z* de tablas de la distribucién normal estandar con a=0.05

d= precision que se desea tener (5% de la media muestral, como desviacion
maxima de la media paramétrica).

S?=varianza de la muestra preliminar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Efecto de la inoculacion de cepas de huitlacoche en hibridos de
maiz.
Para lograr una mejor interpretacion del efecto de la inoculacion, se realizo
una descripcion de los elotes sin inocular de los maices hibridos utilizados
como hospedantes. La descripcidn se hizo cuando los jilotes estaban en

estado lechoso-masoso (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas de elotes sin inocular de cada un de los cinco
hibridos de maiz utilizados como hospedantes en la inoculacion de

huitlacoche.
Hibrido PEE PEEM PMD PEU BPE Ciclo
(%) (%) (%) (%) ( Dias)
30G40 30 0 100 0 15.7 100
Gavilan 70 0 90 0 11.7 80
A-791 60 0 80 0 15.6 100
Céndor 60 20/pajaros 90 0 9.8 85
A-Oso 30 20 90 0 14.3 95

PEE: porcentaje de elotes con algun sintoma exterior de enfermedad;: PEEM: porcentaje de
elotes que exponen la punta de la mazorca; PMD: porcentaje de mazorcas con algun tipo de
dafio causado por plagas y enfermedades; PEU: porcentaje de mazorcas con presencia de

Ustilago maydis; BPE: numero promedio de bracteas por elote; y Ciclo: dias desde siembra
a 1? inoculacion.

La precipitacién pluvial (Figura 1) fue de gran importancia en el crecimiento y
desarrollo del huitlacoche ya que al combinarse con algunas caracteristicas

de la mazorca influyd de manera importante en la obtencién de diferentes

rendimientos de huitlacoche de un afo a otro.
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Figura 1. Precipitacion en el periodo de inoculacién a cosecha. En los hibridos, linea
horizontal superior: periodo de inicio de inoculacién a inicio de cosecha en 2007: linea
horizontal inferior: periodo de inicio de inoculacién a inicio de cosecha en 2006. Fuente:

Elaboracion propia con datos de la Estacion meteorolégica de la Universidad Auténoma
Chapingo.

4.1.1. Analisis de varianza por afio

Se encontr6  diferencias altamente significativas entre las medias de
tratamientos en todas las variables, en los dos afos de evaluacion del
experimento (Cuadro 2). Este resultado era de esperarse por tratarse de
diferentes genotipos, tanto de maiz como de huitlacoche y por el consabido

efecto del ambiente sobre el desarrollo del hongo en campo
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Cuadro 2. Cuadrados medios del analisis de varianza para cinco caracteres
de la reaccién del maiz al huitlacoche en cinco hibridos. Chapingo,
México, 2006 y 2007.

FV GL Pl IS RP RHa PEP
Tratami- 4 4558.28" 929.73* 2752.82** 7797121.82** 1826.27**
entos 4 4600.25** 746.10*  755.09** 2758695.74"* 2490.73**

Bloques 8 38.60 4.43 21.06 19355.52 83.20

3 13.50 8.54 180.52 45986.88 28.18

Error 12 21.60 7.90 54.69 26254.56 28.30

12 12.80 8.86 49.32 30189.06 17.26

Total 19 979.37 201.42 617.41 1661137.29 415.49

19 978.69 164.02 218.62 607105.91 539.71

CV (%) - 21.48 37.31 47.67 25.16 26.86

16.74 41.25 49.84 41.96 13.48

Media - 21.63 7.53 15.51 644.08 19.81

21.37 1.21 14.09 414.07 30.80

Hilera 1: analisis de varianza del afio 2006; hilera 2: analisis de varianza del afio 2007 FV:
fuente de variacién; GL: grados de libertad; PI: porcentaje de incidencia; IS: indice de
severidad; RP: rendimiento por planta en gramos; RHa: rendimiento por hectarea en
kilogramos; PEP: porcentaje de elotes podridos; **: diferencia altamente significativa
(a<0.01).

4.1.2. Analisis de varianza combinado

Al promediar los dos afos de prueba, se obtuvieron diferencias altamente
significativas entre las medias de tratamientos para todas las variables
medidas (Cuadro 3). Las diferencias entre tratamientos encontradas al

analizar los afios por separado, se mantuvieron al combinar la informacion

de los dos afos.
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Cuadro 3. Cuadrados medios del analisis de varianza combinado (2006 y
2007) para cinco caracteres en la inoculacion de huitlacoche en maiz.
Chapingo, Mexico.

FV GL PI IS RP RHa PEP
Anos N 1 0.69ns 1.01ns 20.19ns 529025.30**  1209.89*"
Blogues/A? 6 26.05ns  6.48ns 100.79ns  32671.20ns  55.69ns
Trats. 4 9152.88** 1669.77** 3085.35** 9912355.95"* 4062.47**
Anos*trats. 4  5.64ns 6.05ns 422 57  643461.61™  254.53*
Error 24 17.20 8.38 52.00 28221.81 22.78
Total 39 95395 178.06 407.81 1118606.31  496.38
CV (%) - 19.29 39.26 48.72 31.75 18.86
Promedio - 21.50 7.37 14.80 529.08 2531

FV: fuente de variacién; GL: grados de libertad; PI: porcentaje de incidencia; PEP:
porcentaje de elotes podridos; RP: rendimiento por planta infectada en gramos; RHa:

rendimiento por hectarea en kilogramos; IS: indice de severidad; *bloques anidados en
afos; CV: coeficiente de variacion. **: diferencia altamente significativa; ns: no significativa.

Se observo interaccion altamente significativa entre tratamientos y afios en
las variables porcentaje de elotes podridos, rendimiento por planta y en
rendimiento por hectarea, aspecto ya bien conocido en el fenémeno de la

reaccion del maiz al huitlacoche.

4.1.3. Prueba de comparaciéon de medias

El mayor promedio (a= 0.05) de rendimiento por planta, rendimiento por
hectarea, porcentaje de incidencia e indice de severidad fue obtenido con el
tratamiento Cepa-5-A-Oso, en los dos afios y en promedio de ambos: dichos
valores fueron significativamente diferentes a los de los otros cuatro

tratamientos  (Cepa1-30G40, Cepa2-Gavilan, Cepa3-A-791 y Cepa4-
Coéndor).



Cuadro 4. Comparaciones de medias de cinco caracteres de Ia reaccié'n de
cinco tratamientos al inocular maiz con huitlacoche. Chapingo,
Meéxico. 2006 y 2007.

Tratamiento Incidencia Rendimiento Rendimiento indice de  Elotes
(%) (g/planta) (Kg/hectarea) Severidad pod;ic)jos
(%)
‘_(féﬁé;1¥30640 0.00d 0.00b 00b 0.00b 56.86a
0.56¢c 7:25b 50b 0.14b 6539a
0.28¢c 3620 25b 0.07b 61.13a
Cepa2- 14.46 b 403b 477b 184 Db 6.43 cb
Gavilan 12.28 b 15.38 b 1014 b 1.80b 16.49c
13.37 b 971b 746 b 1.82b 11.46dc
Cepa3-A-791 10.69 cb 3.34b 2160b 0.85b 1263cb
12.64 b 8.08b 64.3b 240b 1766¢
1167 b 571b 429b 162b 1514c¢
Cepa4-Condor  1.95 cd 8.02b 96b 0.19b 18.13b
0.30c 250b 19b 0.15b 48.350b
1.13 ¢ 526b 58b 017b 33.24b
Cepa5-A-Oso  81.06 a 62.16 a 31414 a 3477 a 497 c
81.07 a 37.24 a 1897 .8 a 31.58 a 6.13d
81.07 a 49.70 a 25196 a 33.18 a 555d
DMS 10.47 16.67 365.19 6.33 11.99
8.06 15.83 391.60 6.71 9.36
6.11 10.62 247 .46 4.26 703

Hilera 1: afio 2006; hilera 2: afio 2007; hilera 3: promedio de 2006 y 2007; DMS: diferencia
minima significativa honesta segun prueba de Tukey, con a=0.05. Medias con las mismas

letras en columnas y en cada afio de andlisis no son significativamente diferentes.

En orden descendente, las medias de rendimiento por planta, rendimiento
por hectarea (Figura 2) e indice de severidad, entre los tratamientos cuyas
medias fueron estadisticamente iguales (a < 0.05), correspondieron a Cepa2-
Gavilan, Cepa3-A-791, Cepa4-Condor y Cepa1-30G40 (Cuadro 4).

Los valores del porcentaje de incidencia (Pl) en 2006 de los tratamientos
Cepa2-Gavilan y Cepa3-A-791 fueron estadisticamente iguales; el
tratamiento Cepa3-A-791 fue estadisticamente igual a los tratamientos
Cepa4-Condor y Cepa1-30G40. En 2007 y a través de anos, las medias de
Pl de los tratamientos Cepa2-Gavilan y Cepa3-A-791 fueron nuevamente

estadisticamente iguales, pero significativamente diferentes y superiores a
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los valores de los tratamientos Cepa4-Céndor y Cepa1-30G40 (Cuadro 4;
Figura 3).

El tamano final de los esporidios de la Cepa 5 sembrados en PDA, fue mas
grande que el de las demas cepas. Esta cepa presentd las siguientes
caracteristicas culturales: relieve medio y margen semiliso en casi todo el
periodo de observacion; fue la Unica que no presentd coloracion grisacea
sino solamente negra y la unica en la que no hubo crecimiento corto-
miceliar; ademas, la coloracion que rodeé a la colonia se observo hasta los 7
dias después de sembrar y fue una de las dos cepas en las que la coloracion
ambar no cubrié el 100 % de la superficie no rayada con esporidios (Figura
A del Anexo).

Con lo anterior se puede decir que el efecto del tratamiento Cepa5-A-Oso es
diferente del de los demas, tanto en las medias de las variables
anteriormente mencionadas como en las caracteristicas de las cepas.

Es probable que la Cepa 5 sea genéticamente mas diversa debido a que fue
trasferida un menor numero de veces por no presentar casos de
contaminacion durante el proceso de cultivo e incremento; lo que ha
permitido una mayor compatibilidad entre esporidios y por consecuencia
una mayor patogenicidad, lo que no ocurrié con las otras cuatro cepas.

Por otro lado, la planta del hibrido A-0so es de tallo grueso con abundantes
hojas anchas de color verde intenso, de porte mediano y con dos elotes
gruesos y vigorosos aun antes de que emerjan los estigmas. Este genotipo
es el mas vigoroso de todos los estudiados. En relacién a esto, Villanueva

(1995) indic6 que el mejor tamafio para la inoculacién del Jilote, es el minimo
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con que se evite la detencion de su desarrollo a consecuencia de las heridas
ocasionadas al inyectarle el indcuio.

Villanueva (1995) experiment6 con varios tamafios de jilote y encontré que la
inoculacién de jilotes con estigmas que estdn a punto de brotar, fue
numéricamente mejor que la inoculacién de jilotes con estigmas de 3
centimetros de longitud, por su mayor porcentaje de incidencia, indice de
severidad y de plantas con mazorca totalmente agallada, en otro
experimento con otra variedad lo mismo ocurrié con los jilotes sin estigmas
superando significativamente a los que si tenian estigmas.

El hibrido A-Oso fue inoculado cuando los estigmas presentaron cerca de 3
cm de longitud. Esta etapa de desarrollo esta cercana a la etapa de estigmas
proximos a brotar.

En estudios relacionados con el vigor del hospedante en relacion al
desarrollo del hongo, se ha concluido que las agallas son grandes vy
normalmente mucho mas conspicuas en plantas de maiz vigorosas. Cuando
las plantas son extremadamente bajas en vigor, el nimero de agallas por
planta puede ser reducido debido a un decremento en el desarrollo de brotes
de nudo (Walter (1935), citado por Christesen, 1963).

Es probable que los altos valores obtenidos de porcentaje de incidencia,
indice de severidad, rendimiento por planta, y rendimiento por hectarea con
el tratamiento Cepa5-A-Oso se deban a que la Cepa 5 es mas virulenta que

las demas y a que A-0so sea mas susceptible que los otros cuatro hibridos.

w
wn

B .



35

25 @ Af02006 B Ao 2007 O Promedio
B
1
é 15
1i
\
05 |
. bbb b B B B B b b b b
[o ! B —— e ; -t
Cepal-30G40 Cepal2-Ganilan Cepa3-A-791 Cepad-Condor Cepab-A-Oso
Tratamientos

Figura 2. Rendimiento en toneladas por hectéarea de huitlacoche de cinco hibridos de maiz
en 2006, 2007 y en promedio de los dos afios. Columnas con las mismas letras en cada afio
son estadisticamente iguales, de acuerdo con la prueba de Tukey con a=0.05.

El hecho de que el valor medio mas alto y significativamente superior del
porcentaje de incidencia (Pl) haya sido obtenido por el sistema Cepa 5-A-
Oso, pudo deberse a la diferencia en cuanto a susceptibilidad de los
diferentes hospedantes y a la virulencia de las cepas inoculadas en cada
tratamiento, resultados que fueron consistentes con los de Melches (1921),
Orona (1995) y Martinez (1999).

Por otro lado, se encontré que, en general, a mayor longitud final de
esporidios, fue mayor el porcentaje de incidencia (Cuadros 4 y 15 y Figura
16), de tal manera que con la Cepa 5 se obtuvo el mayor tamano de
esporidios y el mayor valor de porcentaje de incidencia, mientras que con la

Cepa 1 se obtuvo la menor longitud de esporidios y el menor valor en

incidencia.
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Por lo tanto, a mayor longitud final de esporidios, la tendencia fue obtener
mayor ataque del hongo y, en pare tal vez a esto se deba la diferencia
entre tratamientos.

Parece ser que algunas caracteristicas culturales del hongo desarrollado en
medio de cultivo PDA también estan relacionadas con la incidencia del
mismo.

Al respecto se observé que la Cepa 5, la que produjo mayor incidencia (81
%) presentd una colonia color café oscuro a negro, relieve medio,
crecimiento esporidial y principalmente vertical, margen semliso, vigor alto y
con una tincion amarillenta o ambar tenue del medio de cultivo; mientras que
la Cepa 1, que presentd la menor incidencia (0.28 %, promedio de dos afios)
mostrd colonias color café claro, margen difuso, relieve alto y muy
caracteristico (reticulado) y con marcado crecimiento miceliar y horizontal;

las otras tres cepas estan dentro del intervalo delimitado por estos extremos.

a0 -
50 A mAfo 2006
70 B AnNo 2007
50 - 0O Prom edio

% de incidencia

Cepat- Cepaz- Cepa3-A- Cepad-
30G40 Gavlan 7 Condor

Tratamientos

Figura 3. Porcentaje de @ncidencia de huitlacoche inoculado en cinco hibridos de maiz en
2006, 2OQ7 y en promedio de los dos afios. Columnas con las mismas letras en cada afio
son estadisticamente iguales, de acuerdo con la prueba de Tukey con a=0.05.
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En cuanto al porcentaje de jilotes podridos, el valor medio mas alto fue
obtenido con el sistema Cepa1-30G40 en 2006, 2007 y en promedio de los
dos afios (61.13 %), siendo significativamente superior a todos los demas
tratamientos (Cuadro 4).

Después estuvo el tratamiento Cepa4-Céndor que, en 2006, fue
estadisticamente igual a los tratamientos Cepa3-A-791 y Cepa2-Gavilan,
pero significativamente superior a Cepa5-A-Oso.

El menor porcentaje de elotes podridos se obtuvo con el tratamiento Cepab-
A-Oso y fue significativamente menor a los tratamientos Cepa1-30G40 y
Cepa4-Condor en el analisis por afio y combinado.

El mayor porcentaje de elotes podridos correspondidé a la mayor presencia
de micelio, topografia en forma de red y coloracién café claro de la colonia,
asi como al menor tamafio de esporidios (Cuadro 7 y Figura 8).

El tratamiento Cepa4-Condor produjo mas jilotes podridos que los
tratamientos 2, 3y 5, probablemente, entre otras causas, porque al momento
de inocular, sus jilotes fueron muy tiernos, pequefios y con un reducido
numero de bracteas (9.8 en promedio) fragiles y suculentas, que al picarlos
con la aguja pudo haberse suspendido su crecimiento por el dafo
mecanico.

En relacién a esto, Villanueva (1995) indica que en pruebas realizadas en
variedades criollas de maiz de la raza Chalquefio los jilotes inoculados muy
jovenes (sin estigmas) mediante inyeccién con jeringa hipodérmica, tienden
a abortar y a mostrar pudriciones por patégenos sistémicos y la planta no
produce grano ni huitlacoche, y se observan diferencias notables a esta

reaccion, entre variedades criollas de polinizacién abierta. Segun este autor,
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el mejor tamafo para la inoculacion del jilote, es el minimo que evite la
detencidon de su desarrollo a consecuencia de las heridas ocasionadas al
inyectarle el inéculo.

A pesar de que Coéndor es un hibrido, éste no es muy homogéneo, pues
presenté variaciéon en cuanto a precocidad (diferencia en dias a floracion),

coloracién del tallo y porte de planta.

4.1.4. Comparacion de medias entre 2006 y 2007

Al comparar el afio 2006 con el 2007, se detectaron diferencias altamente
significativas entre las medias de rendimiento por hectarea de huitlacoche
con calidad comercial y porcentaje de elotes podridos (Cuadro 3); mientras
que en las otras variables las medias no fueron significativamente diferentes

de un afio a otro, aunque fueron mayores en 2006 (Cuadro 5).

Cuadro 5. Comparacion de medias del afio 2006 con las del 2007 de cinco
_ caracteres de la reaccion de cinco hibridos de maiz al huitlacoche.

Afio Incidencia  Rendimiento Rendimiento  indice de Elotes
(%) (g/planta) (kg/hectarea)  severidad podO;i()jos
2006 21.63 a2 15.51a 644.08a 7.53a 19.(qu
2007 21.37a 14.09a 414.07b 7.21a 30.81a
DMSH 2.71 471 109.64 1.89 3.11

DMSH: diferencia minima significativa honesta; ‘medias con las mismas letras en columnas
no son significativamente diferentes, segun prueba de Tukey, con P =0.05.

El rendimiento por hectarea de huitlacoche fue significativamente mayor en

el afo 2006 (Figura 4).
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Figura 4. Rendimiento de huitlacoche inoculado en hibridos de maiz en_dos ciclog de cultivo
y en promedio de afos. Columnas con las mismas letras son estadisticamente iguales, de
acuerdo con la prueba de Tukey con P = 0.05.

El mayor rendimiento en el afio 2007 de los tratamientos Cepa1-30G40,
Cepa2-Gavilan y Cepa3-A-791 probablemente se debidé a que en 2006 la
cosecha por lc general fue realizada diez dias antes que en 2007, lo que
permitio que en este afio se produjera un mayor crecimiento de las agallas y
por consecuencia un mayor rendimiento, puesto que el porcentaje de
incidencia y el indice de severidad se mantuvieron iguales en los dos afos.
En los tratamientos Cepa4-Coéndor y Cepa5-A-Oso, el rendimiento por
hectarea fue mayor en el afio 2006 y menor en el 2007.

La disminucion del rendimiento por hectarea de huitlacoche en el caso
particular del tratamiento Cepa5-A-Oso en 2007 (1897.8 kg.ha™") con
respecto a 2006 (3141.4 kg ha'), se debid a una mayor incidencia de
pudriciones en el huitlacoche.

La mayor incidencia de pudriciones en el tratamiento Cepab5-A-Oso en 2007

se debi6 a que los elotes de A-osc permanecieron mas o menos erectos
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durante la formacion del hongo y con el crecimiento del mismo y aun sin
inoculacién, la punta del elote se abre exponiendo a las agallas antes de que
estén listas para la cosecha (Cuadro 1). Tales caracteristicas al combinarse
con la presencia de una precipitacion pluvial mucho mayor (167 mm mas en
2006 que en el 2007 (Figura 1), se produjo una concentracion excesiva de
agua junto a las agallas, favoreciendo su pudricion y la disminucion de su
crecimiento y desarrollo.

La disminucién del rendimiento por hectarea en el tratamiento Cepa4-Condor
en 2007 pudo deberse también a la abundante precipitacién, y aunque en
este caso el jilote si se inclind al ser inoculado y no expone la punta de la
mazorca naturalmente, los pajaros abrieron la punta del elote exponiendo la
mazorca a la lluvia. En favor de esta idea esta el hecho de que en un
muestreo de elotes sin inocular se encontr6 hasta un 20 % con dafio
causado por pajaros (Cuadro 1).

Tal vez para los pajaros les sea mas facil abrir los elotes del hibrido Condor
ya que de los cinco genotipos de maiz utilizados, éste fue el que presentd el
menor numero de bracteas por eiote (Cuadro 1).

El porcentaje de elotes podridos fue significativamente menor (19.81 %) en
2006 que en 2007 (30.81 %) (Cuadro 5 y Figura 5). Es posible que esto
también se deba a las condiciones meteoroldgicas (principalmente a la
precipitacion pluvial) que prevalecieron durante el periodo de desarrollo del
huitlacoche inoculado en cada afo, pues en 2006 precipitaron 193.9 mm,

mientras que en 2007 fueron 360.9 mm (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de elotes podridos al inocular huitlacoche en hibridos de maiz en dos
ciclos de cultivo y en promedio de afios. Columnas con las mismas letras son
estadisticamente iguales, de acuerdo con la prueba de Tukey con a=0.05.

Otra probable explicacion al mayor porcentaje de elotes podridos en 2007,
es que en este afo hubo, antes y después de la inoculacién, mas
granizadas y mas fuertes que en 2006, que provocaron mayores dafos
fisicos a la parte aérea de la planta favoreciendo un mayor desarrollo de
enfermedades diferentes al huitlacoche, principalmente las causadas por
Fusarium y por bacterias.

Con una mayor cantidad de contaminantes en la parte superior de la planta
por arriba del jilote y al haber mayor cantidad de agua de lluvia que escurria
sobre las heridas de los jilotes hechas con la jeringa, es probable que dicho
liquido haya introducido enfermedades en los sitios de inoculacién, trayendo
como consecuencia que en el afio 2007, la presencia de una mayor
pudricion y menor rendimiento de huitlacoche.

El hecho de que los valores de incidencia y severidad hayan resultado

relativamente bajos (sobre todo en ios tratamientos Cepa1-30G40, Cepaz-

)
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Gavilan, Cepa3-A-791 y Cepa4-Condor) fue contrario a lo esperado, segun
la generalizacion de hipotesis gene a gene de Flor ("por cada gene de
resistencia en el hospedante hay un gene de virulencia en el patogeno").
Cada cepa usada se definio como genotipo especifica porque se colecto del
mismo hibrido que se uso como su correspondiente hospedante y por lo
tanto de antemano lo esperado era que resultara susceptible, de ahi lo
inconsistente entre lo observado y lo esperado.

Es probable que los factores ambientales como la precipitacion, la humedad
ambiental y la temperatura presentes durante el periodo de desarrollo del
huitlacoche inoculado sean los responsables de este resultado
contradictorio, porque es sabido que el ambiente desfavorable presenta un

rol impeditivo, aun en sistemas con cepa virulenta y hospedante susceptible.

4.1.5. Correlaciones fenotipicas entre variables

Las variables porcentaje de incidencia, rendimiento por planta, e indice de
severidad presentaron una alta correlacion positiva y altamente significativa
(@<0.01), en los dos afios de prueba y en sus promedios, con el rendimiento
por hectarea (Cuadro 6). Esto significa que tales variables son componentes

del rendimiento de huitlacoche.

El porcentaje de elotes podridos estuvo inversamente correlacionado y con

valores bajos con todas las demas variables.



Cuadro 6. Correlaciones fenotipicas entre cinco variables de la reaccion de
~cinco hibridos de maiz inoculados con huitlacoche. ’ -
Incidencia Elotes Rendimiento Rendimiento Indice de

(%) podridos (g/planta) (kg/hectarea) severidad
(%) o S
~Incidencia - -0.50* 0.94** 0.97* 0.97*
(%) -0.67** 0.82* 0.97** 0.98**
-0.57** 0.87** 0.94** 0.97**
Elotes - -0.43ns -0.37ns -0.39ns
podridos - -0.59** -0.57* -0.59**
(%) - -0.46** -0.44* -0.47*
Rendimiento - 0.97** 0.97*
(g/planta) - 0.84** 0.83*
- 0.94** 0.90**
Rendimiento - 0.99*
(kg/hectarea) - 0.997™
- 0.97**

Hilera 1: correlaciones con datos de 2006; hilera 2: correlaciones con datos de 2007 e hilera
3: correlaciones en promedio de 2006 y 2007; *: correlacion significativa (a< 0.05); **
correlacion altamente significativa (a < 0.01); ns: correlacién no significativa.

El porcentaje de incidencia, rendimiento por planta e indice de severidad
estuvieron estrechamente ligados con el rendimiento por hectarea. Pataky
(2003) encontré que el rendimiento de huitlacoche y severidad de agallas de
jilotes estuvieron cercanamente relacionados.

Una mayor cantidad de elotes infectados con alta severidad (mayor
cubrimiento de mazorcas por agallas de huitlacoche) necesariamente
produjo un mayor rendimiento por unidad de superficie. Una mayor cantidad
de huitlacoche por mazorca también se manifesté en un mayor rendimiento
por hectarea.

A mayor cantidad de elotes podridos, menor porcentaje de incidencia de
huitlacoche, menor indice de severidad, menor rendimiento por planta vy
menor rendimiento por hectarea. La explicacion a este resultado es simple:

al presentarse otras enfermedades en el jilote donde fue inoculado el

huitlacoche es obvio que este Ultimo no tendra lugar para su desarrollo y por

64



consecuencia disminuira la incidencia del mismo y la severidad bajara
generando una disminucion en el rendimiento.

La correlacién no significativa del porcentaje de elotes podridos en el afio
2006 con rendimiento (por planta y por ha) e indice de severidad, en
comparacion con la correlaciéon altamente significativa en 2007 (Cuadro 6),
seguramente se debid al menor numero de elotes podridos causado por la
menor humedad ambiental, de tal forma que la relaciéon inversa de esta
variable con las demas fue mas evidente en el segundo afno que en el

primero.

4.2. Caracterizacion de cepas de huitlacoche

De las cinco cepas de huitlacoche colectadas en campo, se tomaron
teliosporas contenidas en las agallas y fueron sembradas en medio de
cultivo PDA, dichas siembras fueron mantenidas en una camara incubadora
a 28 °C.

Una vez que las cepas sembradas presentaron colonias de esporidios libres
de contaminacién, fueron conservadas en aceite mineral y posteriormente de

ellas fueron tomados los esporidios para ser estudiados.

4.2.1 Caracterizacion de las cepas en base a sus colonias
4.2.1.1. Color de las cepas
Durante el crecimiento en medio de cultivo PDA, todas las colonias de las

cepas cambiaron de color conforme paso el tiempo (Figura 6 y Figura A del

Anexo y Cuadro 7).



Figura 6. Color de cinco cepas de huitlacoche a los tres dias después de sembrar (arriba) y
a los 11(abajo).

Después de unas 24 a 48 horas después de la siembra, y a simple vista,
todas las cepas presentaron coloracién entre cremosa a café muy claro.

Las cepas 2, 3 y 4 pasaron del color café claro al café oscuro, después al
negro y finalmente fueron negro grisaceo, debido al crecimiento de micelio
muy corto y gris en la superficie de la colonia (Cuadro 7 y Figura A del
Anexo).

La cepa 5 a los tres dds fue color café oscuro, desde los siete hasta los 17
dds presenté color negro. Esta cepa se caracterizg por ser de color negro en
casi todo su desarrolio en PDA, a diferencia de las otras cuatro cepas que
presentaron varios cambios en coloracion (Cuadro 7). La cepa 5 fue la de
mayor incidencia, severidad y rendimiento de huitlacoche al inocularla en el
hibrido A-Oso.

La cepa 1 se caracterizé por presentar color café claro en casi todo el

periodo de observacién; fue café claro desde los tres hasta los nueve dias
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después de sembrar (dds) y a partir de entonces fue café grisaceo debido a
la presencia de crecimiento micelial en la superficie de la colonia (Cuadro 7).
Esta cepa fue la que presenté los valores mas bajos de incidencia, severidad

y rendimiento de huitlacoche al ser inoculada en el maiz hibrido 30G40.

Cuadro 7. Calificacion de los colores de cinco cepas de huitlacoche en
_diferentes etapas de desarrollo.

Cepa Origen de Dias después de la siembra

la cepa 12 3 7 9 I 14 17
1 30G40 1 2 2 2 3 3 3
2 Gavilan 1 2 5 7 6 6 6
3 A-791 1 5 7 7 7 6 6
4 Condor i 2 3 7 7 6 6
5 A-Oso 1 5 7 7 7 7 7

Clave de colores. 1: cremoso; 2: café claro; 3: café grisaceo debido al micelio corto y
gris; 4: café; 5: café oscuro: 6: negro grisaceo debido al micelio gris; 7: negro.

4.2.1.2. Relieve de las cepas
Los relieves observados en funcién del grado de apreciacién de las formas
que sobresalen en la superficie de la colonia fueron: relieve bajo, medio y

alto (Figura 7).
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Figura 7. Tipos de relieve observados a simple vista en cultivos de huitlacoche a
los tres dias después de la siembra. A la izquierda cultivo con relieve bajo (cepa
1), a la derecha con relieve alto (cepa 3).

A excepcion de la cepa 3, el relieve bajo se presenté en todas las cepas a
los tres dds, ya que la superficie de los cultivos fue como una capa pastosa y
delgada, untada sobre el medio de cultivo.

En las cepas 1y 2, al principio el relieve fue bajo, después paso6 a alto y
finalmente quedé en medio, debido a que el micelio corto y blanquecino
cubrié lo sinuoso de la superficie dejando un relieve mas suave a la vista.
Aunque la cepa 3 también desarrollé micelio, el relieve se mantuvo alto
debido a que los granulos eran muy notorios. Las cepas 4 y 5 a los tres dds
tuvieron relieve bajo, pero de ahi en adelante éstas conservaron relieve
medio, es decir, los grumos fueron mas o menos evidentes (Cuadro 8).
Parece ser que no existe relacion entre el tipo de relieve y el grado de
ataque de huitlacoche, ya que, por ejemplo, aunque las cepas 4 y 5 se
caracterizaron por presentar relieve medio, la cepa 5 fue la que present6 los

mayores valores de incidencia, severidad y rendimiento de huitlacoche,
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mientras que la cepa 4 fue una de las que presentaron los valores mas bajos
de dichas variables.

Los relieves de los cultivos constituidos principalmente por granulos
presentaron mayores valores de incidencia, severidad y rendimiento de
huitlacoche, que el de la cepa 1 que presentod relieve en forma de red.

Cuadro 8. Relieve del cuitivo de cinco cepas de huitlacoche en diferentes
fechas de observacion.

Cepa Origen de Dias después de la siembra -
la cepa 3 7 9 11 14 17

1 30G40 bajo’ alto’ alto®  medio®™ medio®™ medio®

2 Gavilan bajo? alto® alto® medio®™  medio®” medio®"

3 A-791 alto® alto® alto® alto® alto®™ alto®™

4 Condor bajo® medio® medio® medio®  medio®™ medio®"

5 A-Oso bajo® medio® medio’ medio®  medio®  medio®

—

- relieve en forma de red; g: granulos; gr: granulos y red; gm: granulos con micelio.

4.2.1.3. Tipo y direccién del crecimiento

Los tipos de crecimiento observados fueron: el esporidial y el crecimiento
corto-micelial (Figura 8). Christensen (1963) indica que uno de los tipos méas
comunes de mutacion, en cuanto a caracteres cuilturales, es el tipo de
crecimiento, y éste puede ser esporidial o micelial.

El desarrollo del crecimiento tipo micelio se presentd solamente en las
cepas 1, 2, 3y 4.

En la cepa 1 el crecimiento micelial fue desarrollado principalmente en los
bordes de la colonia, siendo claramente observable a simple vista su color
blanquecino y su avance vigoroso como hilos finos.

En las cepas 2, 3y 4 el crecimiento micelial a simple vista fue como si sobre
la superficie del cultivo se le hubiera espolvoreado una ligera capa de ceniza

y debido a ella el color inicial cambid y tomé una tonalidad grisacea. Las
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estructuras que constituian esta capa no fueron distinguidas a simple vista; a
traves del microscopio estereoscopico se observd una cubierta con

pubescencia muy fina y corta de color gris.

Figura 8.Tipos de crecimiento en cepas de huitlacoche. A la izquierda, crecimiento
micelial en la Cepa 1; a la derecha, crecimiento esporidial en la Cepa 5, a los 14 y 11
dias después de sembrar, respectivamente.

En los primeros tres dias después de sembrar (dds) el crecimiento en todas
las cepas fue esporidial. Posteriormente, en las cepas 1, 2, 3 y 4, el
crecimiento fue esporidial y micelial al mismo tiempo, y a los 14 y 17 dds
sélo presentaron crecimiento micelial (Cuadro 9).

La cepa 5 fue la Unica que no present6 crecimiento micelial y la que al ser
inoculada en el hibrido A-Oso present6 los mayores valores de incidencia,
severidad y rendimiento de huitlacoche. Por el contrario, la cepa 1 que
presenté el crecimiento miceliar mas vigoroso y evidente, present6 los

menores valores de dichas variables al ser inoculada en el hibrido 30G40.
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Cuadro 9. Tipo de crecimiento del cultivo de cinco cepas de huitlacoche en
diferentes fechas de observacion.

Cepa Origen de Dias cespués de la siembra
la cepa 3 7 8 11 14 17
1 30G40 esporidial esporidial y esporidialy  micelial micelial micelial
miceliar miceliar

2 Gavilan esporidial esporidial esporidialy  micelial micelial micelial
miceliar

3 A-791 esporidial  esporidial esporidial y  micelial micelial micelial
miceliar

4 Céndor esporidial esporidial esporidialy  esporidialy ~ micelial micelial
miceliar micelial

5 A-Oso esporidial esporidial esporidial esporidial esporidial esporidial

Todas las cepas presentaron crecimiento vertical y horizontal en los primeros
siete dias después de la siembra (dds). Estos tipos de crecimiento aun se
observaron a los nueve dds en las cepas 1, 2 y 3; mientras que las cepas 3
y 4 solamente presentaron crecimiento vertical. A partir de entonces la cepa
1 Unicamente crecio de manera horizontal; mientras que las cepas 2, 3y 4
solo crecieron verticalmente.

La cepa 5 fue la primera que detuvo su crecimiento (a los 11 dds): mientras
que en las demas, ya no hubo crecimiento de ningun tipo de los 14 a los 17
dds (Cuadro 10).

Probablemente a los 14 dds, a los 11 en la cepa 5, el medio de cultivo ya se
habia agotado, con lo que se hizo imposible la continuacion del crecimiento
de la colonia.

El crecimiento horizontal fue aproximadamente de 10 mm en la cepa 1, de
unos 5 mm en la cepa 2 y de unos 2 mm en las otras tres.

Se encontré que la cepa 5 que crecié principalmente en forma vertical y fue
la que presento6 los mayores valores de incidencia, severidad y rendimiento
de huitlacoche; mientras que la colonia de la cepa 1 que presento
principalmente crecimiento horizontal, mostré los valores mas bajos de las

variables ya indicadas. Tal vez exista una relacién directa entre la direccion



del crecimiento y las variables incidencia, severidad y rendimiento de

huitlacoche.

Cuadro 10. Direccion del crecimiento del cultivo de cinco cepas de
huitlacoche en diferentes fechas de observacion.

Cepa Origen de Dias después de la siembra
la cepa N 7 g 11 14 17

’ MNEAN el e bopmpr “°r'f°r:’a' hay

2 Gavin L Sl ke e o

3 A-791 Xi:};ﬁiél xi:;:r:t); I vertfcal vertfcal venfca (sztuvo

4 Condor xg:};c;rgt);l ;iggz:r:t);l vertfcal vertical vertical (sttuvo

5 AGsm B M i, e seew

4.2.1.4. Vigor del cultivo

A los tres dias después de sembrar (dds) los cultivos de las cepas 1, 2 y 4
presentaron vigor bajo, es decir la cubierta o capa formada por la masa
esporidial fue delgada y poco densa, mientras que las cepas 3 y 5
presentaron cultivos con vigor alto, en donde la costra formada por los
esporidios fue espesa y oscura (Cuadro 11).

A partir de los siete dds las cepas 2 y 4 presentaron cultivo vigoroso, la cepa
1 fue también vigorosa pero Unicamente en los bordes de la colonia y asi
permanecio hasta los 17 dds.

Durante casi todo su desarrolio Ia cepa 1 presentd vigor bajo y al ser
inoculada en el hibrido 30G40, fue la que presentd menor incidencia,
severidad y rendimiento de huitlacoche.

Aunque las cepas 2, 3, 4 y 5 fueron muy similares en vigor de cultivo, la cepa

S superé significativamente a todas las demas en incidencia, severidad y
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rendimiento de huitlacoche al inocularlas en su respectivo maiz hibrido en el
qgue fueron colectadas.
Por lo anterior, parece ser que el bajo vigor de la colonia esta relacionado

con valores bajos de incidencia, severidad y rendimiento de huitlacoche.

Cuadro 11. Vigor del cultivo de cinco cepas de huitlacoche en diferentes
fechas de observacion.

Cepa Origen de Dias después de la siembra
la cepa 3 7 9 17 14 17

1 30G40 bajo altoen altoen altoen altoen altoen
bordes bordes bordes bordes bordes

2 Gavilan bajo alto alto alto alto alto

3 A-791 alto alto alto alto alto alto

4 Coéndor bajo alto alto alto alto alto

5 A-Oso alto alto alto alto alto alto

4.2.1.5. Tipo de margen de las colonias

Se observaron diferentes tipos de margenes entre cepas y dentro de cepas
en las diferentes fechas de observacion, de tal forma que no se observaron
cambios progresivos o secuenciados en la aparicion de dichos margenes.
(Cuadro 12).

Al final del crecimiento y desarrollo, las colonias de las cepas 1, 2y 4
presentaron margen difuso debido a que el crecimiento del micelio fino hizo
menos apreciables las formas o figuras que conformaban la periferia de la
colonia. Aunque la cepa 3 también tuvo crecimiento micelial, éste no atenuo

la evidente irregularidad que el margen presento (Cuadro 12).



Parece ser que los mayores valores de incidencia, severidad y rendimiento
de huitlacoche estan relacionados con margenes bien definidos: lisos,
semilisos y rugosos y no con los margenes difusos.

En relacion a esto, la cepa 5, que presenté principalmente margen semiliso y
bien definido, superé significativamente en produccion de huitlacoche a la

cepa 1, ésta ultima presenté margen difuso.

Cuadro 12. Naturaleza del margen del cultivo de cinco cepas de huitlacoche
en diferentes fechas de observacion.

Cepa Origen de Dias después de la siembra -
la cepa — 8 @ % 9 11 14 17

1 30G40 liso difuso difuso difuso difuso difuso

2 Gavilan liso semiliso  semiliso  semiliso difuso difuso

3 A-791 semiliso rugoso rugoso rugoso sinuosSo  sinuoso

4 Condor difuso liso liso liso y difuso difuso difuso

5 A-Oso liso semiliso  semiliso  semiliso

semiliso

semiliso

4.2.1.6. Grado de tincion del medio de cultivo

Todas las cepas al estar creciendo en medio de cultivo PDA desarrollaron
una especie de halo alrededor de la colonia; al principio éste fue color café
muy claro o amarillento, luego cambié a ambar tenue y finalmente a ambar
(Figuras 9 y A del Anexo).

A los tres dias después de la siembra solamente desarrollaron la tincidn las
cepas 2, 3y 4, mientras que las cepas 1y 5 la presentaron a partir de los

siete dds.

No se observo relacion entre la presencia y color de la tincién con incidencia

severidad y rendimiento de huitlacoche (Cuadro 13).
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Cuadro 13 . Coloraciéon que crece en la periferia de las colonias de cinco
cepas de huitlacoche en diferentes fechas de observacion.

Cepa Origen de Dias después de la siembra
la cepa 3 7 9 11 14 17

1 30G40 sin halo amarillento ambar  ambar ambar &mbar

2 Gavilan café muy amarillento ambar  ambar ambar ambar
claro tenue

3 A-791 café muy amarillento ambar  ambar  ambar ambar
claro tenue tenue tenue

4 Céndor amarillento ambartenue  dmbar  ambar  ambar ambar

5 A-Oso sin halo amarillento ambar  ambar  ambar  ambar

tenue tenue

La tincion del medio de cultivo que no se rayé o unté con esporidios fue
diferente entre cepas y entre fechas en una misma cepa (Figura 9 y A del

anexo).

80 % de cubrimiento

100 % de cubrimiento : 100 % de cubrimiento

| poal

Figura 9. Color del halo que rodea a la colonia y porcentaje de cubrimiento por el
mismo del medio de cultivo que no fue rayado con esporidios. La observacién fue a
los 17 dias después de sembrar.

A los tres dias después de sembrar (dds) las cepas 1y 5 no presentaron
coloracion alrededor de la colonia, mientras que en la cepa 4, la coloracion
cubri6 el 100 % del medio que no fue rayado con esporidios.

La tincion del medio de cultivo fue incrementando de manera diferente entre

cepas conforme pasé el tiempo, de tal manera que la coloracién cubri6 el
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100 % del medio a los tres dds, en la cepa 4, alos nueve enla 3y alos 17
en la cepa 1. En las cepas 3 y 5 la tincién solo cubrid el 60 y el 80 %,
respectivamente (Cuadro 14).

No se observé alguna relacién clara entre el porcentaje del medio de cultivo
cubierto por la tincién de las diferentes cepas y la incidencia, severidad y
rendimiento de huitlacoche.

Cuadro 14 . Porcentaje del medio de cultivo tefiido por el halo en relacién a
la superficie que no fue rayada o untada con esporidios.

Cepa Origen de Dias después de la siembra

la cepa 3 7 9 11 14 17
1 30G40 0 70 b 5 80 100
& Gavilan 60 90 100 100 100 100
3 A-791 40 40 40 50 60 60
4 Céndor 100 100 100 100 100 100
5 A-Oso 0 50 50 60 70 80

4.2.1.7. Observaciones a través del microscopio estereoscépico

Vistos a través del microscopio estereoscopico, en los primeros 3 a 4 dias
después de la siembra, los cultivos fueron muy parecidos entre ellos
presentando una coloracion cremosa o café amarillento muy claro y brillante;
el relieve estuvo representado por una aglomeraciéon de pustulas que se
fusionaban conforme crecian llegando a formar una especie de masa
grasienta, parecida a la formada por las levaduras (Figura 10); dicha

caracteristica también fue reportada por Snetselaar y Mims (1993).

76



Figura 10. Cultivo de la Cepa 5, colectada en el hibrido de maiz A-Oso, visto a través del

microscopio estereoscopico a 10X a los tres dias después de la siembra. Nétese el
crecimiento cremoso como de levadura.

A los 11 dias después de sembrar y vistos a través del microscopio
estereoscopico los cultivos de las cepas presentaron diferentes
caracteristicas (Figura 11).

El relieve de la Cepa 1 estuvo formado por una especie de laberinto
constituido por figuras parecidas a murallas; la Cepa 2 desarrolié un relieve
formado por una masa de pustulas no bien definidas; el relieve de la Cepa 4
fue un conglomerado de donas color café; mientras que la Cepa 5 presenté
una agregacion de estructuras parecidas a gusanos negros.

El margen de la cepa 1 fue difuso y formado por las puntas de los filamentos
miceliales; el de la Cepa 3 fue muy irregular presentando crecimientos que
sobresalieron claramente al resto del margen; los margenes de las cepas 4 y
5 estuvieron formados por la sucesién de las estructuras que conformaron su
relieve.

El crecimiento micelial fue muy evidente en la Cepa 1; enlas cepas 2,3y 4

fue muy corto y sélo crecié en la superficie del cultivo.
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La cepa 2 fue parecida a la cepa 3, aunque en este caso su margen fue

como el de la Cepa 5.

Figura 11. Cultivos de huitlacoche vistos a través del microscopio
estereoscopico a los 11 dias después de sembrar.

4. 2. 2. Caracterizacion morfolégica de esporidios

Al transferir los esporidios a cajas Petri con PDA, cuando el cultivo fue de
color café claro o negro (dependiendo de la cepa), después de unas 24 a 48
horas, lo que se observo, a través del microscopio Optico a 40X, fueron
esporidios transparentes y de forma alargada con los exiremos mas o menos
puntiagudos (Figura 12); estas caracteristicas fueron conservadas por unos

dos dias mas, lo cual coincide con Agrios (1999) y anénimo (1980).
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Figura 12. Esponi de huitla p co a 40X a los tres dias
después de sembrar. La coloracion azulosa es debida a la aplicacion de lactofenol, ya que
sin éste no se distinguiria por ser transparente.

A los cuatro dias después de sembrados, los esporidios comenzaron a
engrosarse presentando extremos menos agudos y mas redondeados o
achatados e inici6 la aparicién de algunos esporidios con coloracion café
claro, pero la gran mayoria atin se mostraron transparentes.

A los siete dias después de sembrados, los esporidios se presentaron en
masas o conglomerados de color café claro; sus formas predominantes
fueron mas o menocs como la del fruto de un cacahuate con una ligera

constriccion, o la de un pepino con sus extremos redondeados.

A los 14 a 15 dias después de sembrar, ya no se apreciaron cambios
considerables en los esporidios en tamafio y color (Figura 13). En este
estado de desamrolioc en la Cepa 5 fue muy comin una segmentacion
transversal a la mitad del esporidio; en la Cepa 4 predominé la forma de fruto
de cacahuate con una constriccidon muy marcada; mientras que en los
esporidios de la Cepa 1 predominé la forma ovoide y sin constricciones. Esta

gitima forma también fue reportada por Agrios (1999). Al respecto
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Crhistense (1963) indica que los esporidios pueden tener diversas formas,

sobre todo cuando crecen en medio de cultivo artificial.

Figura 13. Aspecto de los esporidios de la Cepa 5, colectada en el hibrido de maiz A-Oso,
vistos a través del microscopio optico (40X), a los 11 dias después de sembrar.

Los esporidios de la Cepa 1 fueron muy homogéneos y parecidos entre si,

en su forma, a diferencia de las demas cepas

4.2.2.1. Metrologia microscopica de esporidios

La medicion fue realizada a los 3 y a los 15-20 dias después de sembrar los

esporidios en PDA. Con dicha medicion se obtuvo los promedios de

longitudes y anchuras del Cuadro 15.
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Cuadro 15. Promedios de iongitud y anchura y tamario preliminar de muestra
de esporidios de cinco cepas de huitlacoche a los tres dias después
de sembrar (hilera 1) y al final de sus desarrollo y crecimiento (hilera

2).

Cepa Origen dds Longitud (p) Anchura (M)
de la cepa n  Promedio S n  Promedio §°
1 30G40 3 26 2250a* 5729 26 380b 175
18 51 2274a 1077 51 938a 164
2 Gavilan 3 25 31.82b 3114 25 4.78bh 151
16 52 37.35a 6098 52 1100a 175
3 A-791 3 26 2790b 4194 26 480b 09
16 B2 37.25a 6965 52 1080a 222
4 Céndor 3 26 3330a 7951 26 560b 146
20 52 36.20a 5218 52 1145a 219
5 A-Oso 3 35 3068b 4605 35 527b 0.19

18 142 4442a 8922 142 11.70a 208

dds: dias después de sembrar; n: tamafio de muestra preliminar; s varianza; “‘Promedios
con las mismas letras en cada cepa no son significativamente diferentes, segun prueba de
comparacion de dos medias de dos poblaciones mediante muestras aleatorias
independientes, con el estadistico t de Student (P< 0.05).

La longitud de los esporidios fue significativamente mayor al final de su
desarrollo que a los tres dias después de sembrar en las cepas 2, 3 y 5;
mientras que en las cepas 1y 4 los esporidios presentaron la misma longitud
en las dos diferentes fechas. Es decir, la longitud de los esporidios de las
cepas 2, 3y 5 aumento significativamente de una etapa a otra, mientras que
la de fas otras dos no; aunque dicho aumento no fue mayor del 45 %.

En todas las cepas, la anchura de los esporidios fue significativamente
mayor en la etapa de desarrollo final que a los tres dias después de

sembrar, aumentando mas del 100 % de una etapa a otra.



4.2.2.1.1. Dimensiones de esporidios a los tres dias después de la
siembra

Cuando los esporidios habian cumplido tres dias después de su siembra en
medio de cultivo PDA, la longitud de estos estuvo dentro del intervalo entre
22.5y 33.3 y. El valor mas bajo correspondié a la Cepa 1y el mas alto a la
Cepa 4 (Cuadro 15 y Figura 14). La Cepa 4 fue estadisticamente igual a las
cepas 2 y 5 vy diferente a las cepas 3 y 1. Las cepas 2, 3, 4 y 5 fueron
significativamente superiores a la cepa 1 (Figura 14).

La anchura de esporidios, a los tres dias después de sembrar (Cuadro 15y
Figura 14), estuvo entre 3.8 (Cepa 1) y 5.6 u (Cepa 4). En esta etapa de
desarrollo las cepas 4 y 5 fueron estadisticamente iguales entre si y
superiores a la cepas 2 y 3. Las cepas 2 y 3 fueron iguales entre si y
significativamente superiores a la Cepa 1; es decir la mayor anchura de
esporidios fue alcanzada por las cepas 4 y 5 seguidas de las cepas 2 y 3,
siendo la Cepa 1 la que presento los esporid’ios mas angostos de todas las
cepas (Figura 14).

A los tres dias después de sembrar, los mayores tamaros de esporidios se
presentaron en la Cepa 4 (33.3 x 5.6 y) y en la Cepa 5 (30.68 x 5.27 ),

mientras que el menor tamafio (22.5 x 3.8 ) fue obtenido por la Cepa 1

(Figura 14).



Figura 14. Tamafo de esporidios de cinco cepas de huitlacoche, medidos a los tres dias
después de sembrar. Columnas con las mismas letras son estadisticamente iguales, segun

prueba de comparacién de dos medias con el estadistico t de Student (P< 0.05).

4.2.2.1.2. Tamaiio final de los esporidios

Al final del crecimiento y desarrollo de los esporidios, que en general ocurrié
alos 15 dias después de sembrarlos (Figura 15), la longitud de éstos estuvo

entre 22.74y 44 42 y.

Figura 15. Aspecto de un esporidio de huitlacoche al final de su crecimiento y desarrollo en
medio de cultivo PDA.

En esta etapa (al final del crecimiento y desarrollo) los esporidios mas largos

(44.42 y) los presentd la Cepa 5 mientras que los mas cortos (22.74 )
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fueron los de la cepa 1 (Cuadro 15). La Cepa 1 fue significativamente menor
que las cepas 2, 3, 4 y 5; siendo la cepa 5 significativamente superior a la 2,
3y 4, éstas tres fueron estadisticamente iguales entre si (Figura 16).

La longitud de esporidios dentro de una cepa y entre éstas puede ser muy
diferente. Al respecto  Christensen (1963) encontré que el promedio en
longitud de esporidios de una linea dada varié desde 13.4 hasta 28.9 p
dependiendo de su fuente.

La anchura de esporidios, en la etapa final, estuvo entre 9.38 y 11.7
(Cuadro 15). La anchura de las cepas 2, 3, 4 y 5 fue significativamente
superior a la de la Cepa 1. La Cepa 5 fue estadisticamente igual a la Cepa 4
y superior a las cepas 1, 2 y 3 (Figura 16).

En esta etapa de desarrollo los esporidios mas anchos se presentaron en las
cepas 4y 5 (11.7 p) y los mas angostos en la Cepa 1 (9.38 p).

En etapa de desarrolio final (aproximadamente a los 15 dias después de
sembrar) el mayor tamafo de esporidios (44.42 x 11.7 y) se presentd en la
Cepa 5y el menor (22.74 x 9.38 p) en la Cepa 1 (Figura 16). Las cepas 2, 3

y 4 fueron similares en cuanto a tamario de esporidios.
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Figura 16. Tamafio final de los esporidios de cinco cepas de huitlacoche. Columnas con !as
mismas letras son estadisticamente iguales, segln prueba de comparaciéon de dos medias
con el estadistico t de Student (P< .05).

El mayor tamario de los esporidios, a los tres dias después de sembrados
fue obtenido con las cepas 4 y 5 mientras que al final de su desarrollo, este
se present6 en la Cepa 5. Los esporidios mas pequenos se presentaron en
la Cepa 1, a los tres dias después de sembrar y en la etapa final de su
desarrollo (Cuadro 15, Figuras 14 y 16).

Las diferencias encontradas entre las diferentes cepas en cuanto a tamafo
de esporidios se deben a que son diferentes en informacion genética. Al
respecto, Agrios (1999) indica que en huitlacoche existe una variabilidad
extrema y una aparicion constante de nuevas razas.

La cepa 5 que presentd el mayor tamano final de esporidios, también
mostré los mayores valores de incidencia, severidad y rendimiento de
huitlacoche; por el contrario, la Cepa 1 que presenté el menor tamafio de

esporidios, mostré los valores mas bajos de incidencia, severidad y

rendimiento de huitlacoche.

85



4.2.2.2. Tamano optimo de muestra para la mediciéon de esporidios

En el calculo del tamafio dptimo de muestra para la medicion de la longitud y

la anchura de los esporidios fueron utilizados los datos del Cuadro 16.

Cuadro 16. Tamafno de muestra preliminar y varianzas de longitud vy
anchura de esporidios de cinco cepas de huitlacoche, en dos etapas
de desarrollo, a los tres dias después de sembrar (hilera 1) y al final
de su desarrollo (hilera 2).

Cepa Origen de dds Longitud Anchura
la cepa n S° CV.(%) n S  CV.(%)

1 30G40 3 26 57.29 336 26 1.75 34.8
18 51 1077 14.4 51 1.64 13.6

2 Gavilan 3 25 31.14 17.5 &5 151 25.7
16 52 60.98 209 B2 1.75 12.0

3 A-791 3 26 41.94 232 26 091 19.9
16 52 69.65 224 52 222 13.8

4 Coéndor 3 26 79.51 268 26 146 216
20 52 52.18 199 52 219 12.9

8 A-Oso 3 35 46.05 221 35 019 8.3

15 142 89.22 21.3 142 208 12.3
dds: dias después de la siembra; n: tamafio de muestra preliminar; S*; varianza: C.V.-
coeficiente de variacion.

A manera de ejemplo, se presenta el calculo del tamafio dptimo de muestra

de la longitud de esporidios de la Cepa 1 a los 3 dias después de sembrar.

Datos:

Z,, = valor de Z* de tablas de la distribucién normal estandarizada con
a=0.05

Z . ==1.886

72, =(-1.96)’= 3.8416

S, = varianza de la muestra = 57.29 (Cuadro 16)

d = precision que se desea tener (5% de la media preliminar)

media = 22.5 (Cuadro 15)
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d = (22.5) (0.05) =1.125
d? =127

Sustituyendo los valores:

= Z‘;/Z,S'; - B3H0O7.29) _ 45 esporidios

d- 1.27
El tamafo de muestra resultd ser diferente entre cepas, entre etapas de
desarrollo y entre longitud y anchura. Es decir, el tamafo de muestra fue

especifico para cada cepa y dentro de ésta para cada etapa de desarrollo

(Cuadro 17).

Cuadro 17. Tamafio éptimo de muestra (ng) para medir la longitud y anchura
de esporidios de cinco cepas de huitlacoche en dos etapas de

desarrollo.
Cepa Origen de la Dias después Longitud Anchura
cepa de sembrar

1 30G40 3 173 187
18 37 29

2 Gavilan 3 48 102
16 68 23

3 A-791 3 83 61
16 78 30

4 Condor 3 (il 72
20 62 26

5 A-Oso 3 76 11
15 70 24

Los mayores tamafios de muestra (ny, =187, para anchura Yy ng =173 para
longitud) correspondieron a la Cepa 1 a los tres dias después de sembrar,
mientras que el menor (ng =11) fue para la anchura de la Cepa 5 en esta

misma etapa de desarrollo (Cuadro 17 y Figura 17).
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| ® longitud 3dds |
! @ anchura 3dds |
. mlongitud final
- manchuafira

taraio demuestra

Figura 17. Tamarfio 6ptimo de muestra al medir ancho y largo de esporidios de cinco cepas
de huitlacoche a los tres dias después de sembrar y en desarrollo final.

A excepcion de las cepas 2 (en longitud) y 5 (en anchura), el tamano de
muestra en longitud y anchura de esporidios fue mayor a los tres dias
después de sembrar que en la etapa de desarrollo final. La variabilidad de
los esporidios en los primeros dias de desarrollo fue mayor que al final de su
desarrollo, tal como lo muestran los coeficientes de variacion en el cuadro
16, y como al aumentar la variabilidad también aumenta n (Gémez, 1977), a
esto se debid el mayor tamafio de muestra cuando los esporidios fueron mas
heterogéneos. El caso contrario ocurri6 con las cepas 2 (en longitud) y 5 (en
anchura); es decir, presentaron una mayor variabilidad, en estado de
desarrollo final que a los tres dias después de sembrar y consecuentemente
un tamafio de muestra mayor.

Otra posible causa de que se haya obtenido un mayor tamario de n a los tres
dias después de sembrar, fue que las medias de longitud y anchura fueron

menores y como a partir de éstas fueron obtenidas  precisiones
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relativamente bajas y como a menor valor de d mayor valor de n, entonces
los tamafios de muestra fueron maycres en esta etapa (Cuadros 15y 17).

Se encontré que el tamario 6ptimo de muestra generalmente fue mayor para
la longitud de esporidios que para la anchura de los mismos, el cual siempre
estuvo directamente relacionado con la variabilidad (Cuadros 16y 17).

El tamafo o6ptimo de muestra requerido para medir esporidios depende de
la etapa de desarrollo en la que se encuentre y de la medicion que se haga
(longitud o anchura) y de la cepa en estudio.

Parece ser que la incidencia, severidad y rendimiento de huitlacoche,
productos de la inoculacion artificial, estan relacionados con algunas
caracteristicas de las colonias y de los esporidios de las cepas utilizadas
como inoculo.

Los valores mas altos de las variables porcentaje de incidencia, indice de
severidad, rendimiento por planta y rendimiento por hectarea de huitlacoche,
obtenidos con el analisis combinado (datos de 2006 y 2007), coincidieron
con aquellas cepas cuyas colonias al estar creciendo en PDA presentaron
color café oscuro o negro, relieve granular, poco o nulo crecimiento micelial,
vigor alto y margen bien definido. Ademas se observo que a mayor tamario
final de esporidios, mayor fue la incidencia, severidad y el rendimiento de
huitlacoche.

Por lo anterior, en subsiguientes estudios sobre inoculacion de huitlacoche
en maiz, es necesario realizar la correlacion cuantitativa entre los caracteres

de las colonias y de los esporidios y la incidencia, severidad y rendimiento

de huitlacoche.



5. CONCLUSIONES

Los tratamientos constituidos por la inoculacién de cepas de huitlacoche
sobre los mismos hibridos de maiz en los que fueron colectadas, fueron
estadisticamente diferentes en porcentaje de incidencia, severidad vy

rendimiento de huitlacoche.

El tratamiento del hibrido A-oso inoculado con la cepa 5 fue
significativamente superior en porcentaje de incidencia, indice de severidad
y rendimiento de huitlacoche; dicha cepa también fue significativamente
mayor en longitud final de esporidios; mientras que el hibrido 30G40

inoculado con su propia cepa (1) produjo los valores mas bajos

En el mejor tratamiento (cepa 5- A-Oso), la mala cobertura de mazorca que
presenta el hibrido puede limitar el rendimiento y la calidad de huitlacoche

cuando el crecimiento de las agallas coincide con una alta precipitacion

pluvial.

El porcentaje de incidencia y el indice de severidad estuvieron altamente

correlacionados de manera directa con el rendimiento por planta y por

hectarea de huitlacoche.
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Las cepas estudiadas de huitlacoche, cultivadas en medio de cultivo papa
dextrosa agar presentaron caracte-isticas diferentes, dependiendo de la

cepa y del estado de desarrollo.

Se observé que a mayor longitud final de esporidios, mayor fue el porcentaje
de incidencia, indice de severidad, y rendimiento por planta y por hectarea

de huitlacoche.

Los mayores valores de porcentaje de incidencia, indice de severidad y
rendimiento de huitlacoche, coincidieron con las cepas cuyas colonias
presentaron color café oscuro o negro, relieve granular, poco o nulo

crecimiento micelial, vigor alto y margen bien definido.

El tamafio 6ptimo de muestra para estimar la longitud y la anchura de los
esporidios varié desde 11 hasta 187 dependiendo de la cepa, del estado de

desarrollo y del caracter (longitud o anchura).
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7. ANEXO

Cuadro A. Longitud y ancho en micras de esporidios de cinco cepas de
huitlacoche a los tres dias después de sembrarlas en medio de cultivo
PDA.

Cepa 1 Cepa 2 Cepa 3 Cepa 4 Cepa b
largo ancho largo ancho largo ancho largo ancho largo ancho
15,6 52 364 52 26 52 416 7,8 28,6 5.2
15,6 52 234 b2 2B 52 36,4 52 2B 5,2
26 2,6 286 52 286 52 18,2 52 &1.2 B
15,6 26 26 52 39 52 286 26 416 52
15.6 52 26 52 20,8 52 33,8 52 286 5,2
23,4 26 338 52 39 52 312 52 286 5.2
23,4 52 312 26 234 52 286 52 26 5.2
23,4 26 338 52 312 52 20,8 52 286 9.2
41,6 52 364 52 234 52 416 52 286 5.2
26 52 31,2 52 26 52 18,2 52 26 5,2
15,6 26 312 52 234 52 234 52 234 52
18,2 52 364 52 20,8 52 39 52 312 5.2
23,4 26 234 7,8 31,2 52 442 B2 312 52
20,8 26 494 26 39 52 26 5,2 416 B2
23,4 26 312 52 26 26 546 7,8 28,6 52
26 92 26 52 364 26 312 52 26 5,2
39 26 364 26 286 52 39 52 31,2 b2
23,4 26 31,2 52 286 52 26 95,2 26 8,2
15.6 26 286 5,2 18,2 52 33,8 52 442 5,2
156 26 364 5,2 20,8 26 26 7,8 36,4 52
39 2,6 338 52 286 26 286 7,8 26 5,2
23,4 52 26 52 18,2 52 442 52 18,2 5,2
18,2 52 36,4 26 3172 52 39 52 26 52
15,6 52 31,2 52 208 52 416 7,8 36,4 5.2
26 5.2 312 26 338 52 39 52 234 52

15,6 2,8 36,4 5,2 31,2 52 31,2 5,2
39 5,2
33,8 52
23,4 52
23,4 5.2
39 5,2
49,4 7,8
T2 5,2
26 52
33,8 5.2
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Cuadro B. Longitud y ancho de esporidios en micras de cinco cepas de
huitlacoche inoculadas en maiz hibrido en etapa final de crecimiento.
Cepatalos Cepa2alos 16 Cepa 3 a los Cepadalos Cepabalos
18 dds dds 16 dds 26 dds 15 dds
largo ancho largo  ancho largo  ancho largo ancho largo ancho
26 7,8 39 104 364 104 39 13 39 13
23,4 7,8 26 104 286 78 338 104 39 104
234 104 39 104 416 13 364 13 52 104
26 104 312 13 33,8 13 39 13 67,6 104
20,8 78 338 104 312 104 286 104 39 13
26 104 338 104 312 10,4 416 13 31,2 104
20,8 78 442 104 364 13 442 104 65 104
208 104 442 104 41,6 13 31,2 104 416 104
234 104 416 104 44 2 13 416 104 65 13
26 104 442 13 312 104 26 7,8 39 13
26 78 286 104 494 104 39 13 494 13
15,6 78 416 104 286 104 52 104 39 13
234 104 442 104 36,4 13 26 104 416 104
18,2 78 364 104 572 10,4 26 13 442 13
234 104 442 78 546 104 286 104 676 104
208 104 312 104 208 104 364 104 39 13
234 104 39 104 39 7,8 39 13 494 13
26 104 39 13 416 104 338 104 39 10,4
26 104 442 13 52 104 39 104 39 10,4
286 104 416 104 52 104 39 104 39 13
234 104 92 104 26 104 364 104 416 10,4
234 104 312 104 52 10,4 494 13 39 104
26 104 286 104 416 104 39 13 39 104
182 104 312 104 39 104 39 13 65 13
18,2 104 39 104 39 104 26 13 33,8 104
182 104 416 104 338 104 26 104 49,4 13
234 104 416 10,4 31,2 13 26 13 28,6 13
20,8 78 3172 13 468 104 46,8 13 416 13
20,8 78 36,4 13 36,4 13 39 104 624 13
18,2 78 36,4 13 312 104 312 104 52 104
20,8 104 39 13 442 13 31,2 104 52 104
20,8 7,8 26 13 39 13 364 104 442 10,4
234 104 442 104 442 104 39 10,4 468 104
234 104 39 104 312 104 312 104 26 13
26 7,8 52 13 26 104 312 104 442 10,4
23,4 7,8 52 13 416 104 364 10,4 44,2 13
20,8 7,8 52 78 338 104 494 13 442 13
26 7,8 3 104 312 78 364 104 416 156
208 104 26- 104 494 104 928 7.8 52 104
208 104 312 10,4 26 104 52 13 494 13
Mﬁ 104 312 104 39 13 46,8 13

—_—
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Continuacioén del Cuadro B

Cepalalos Cepa2alos16 Cepa3alos Cepadalos Cepabalos
18 dds dds 16 dds 26 dds 15 dds

largo ancho largo ancho largo ancho largo ancho largo ancho

26 78 234 104 364 104 416 104 468 156
31,2 104 286 104 364 13 26 13 546 104
26 10,4 39 104 312 104 416 104 364 13
23,4 7,8 18,2 13 234 10,4 33,8 13 26 104
18,2 78 416 104 442 13 26 104 26 13
26 78 416 104 312 7,8 28,6 13 31,2 13
23,4 104 442 104 286 13 36,4 10,4 26 15,6
18,2 7,8 26 104 364 7,8 46,8 13 31,2 13
18,2 104 286 13 31,2 10,4 33,8 13 364 104
18,2 10,4 442 13 36,4 10,4. 36,4 13 442 13
39 104 39 10,4 4472 13 54,6 13

39 13
39 13
41,6 13
416 104
36,4 13
52 10,4
52 10,4
41,6 13
39 13
52 13
49,4 13
39 104
39 104
41,6 13
52 10,4
39 13
49,4 13
44,2 13
416 104
416 104
52 13
442 104
364 13
442 13
416 10,4
49,4 13
39 104
52 10,4
286 104
41,6 13
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Continuacion del Cuadro B

Cepalalos Cepa2 alos
18 dds 16 dds

Cepa3alos Cepa4dalos
16 dds 20 dds

Cepa 5alos 15 dds

largo ancho largo ancho !arg0 ancho |arg0 ancho largo ancho largo ancho
676 13

57 2 13 312 10,4
52 10,4 416 10,4
52 10,4 52 10,4
39 104 624 10,4
416 10,4 59,8 10,4
41,6 10,4 416 10,4
26 13 39 10,4
52 10,4 442 10,4
49 4 10,4 33,8 10,4
39 10,4 33,8 10,4
442 10,4 286 10,4
416 104 416 10,4
52 10,4 39 13
46,8 13 52 13
442 10,4 52 10,4
26 15,6 39 13
52 104 546 13
546 10,4 546 10,4
36,4 13
442 104
52 10,4
416 13
494 104
39 10,4
36,4 13
49 4 10,4
416 10,4
442 10,4
442 10,4
416 10,4
33,8 13
33,8 13
442 13
442 13
52 13
442 13
49 4 13
67,6 104
52 13
33,8 13
702 104

dds: dias después de sembrar.
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3 dds 7 dds 9 dds 11 dds 14 dds 17 dds

Cepa 4

Cepa 5

Figura A . Caracteristicas culturales de cinco cepas de huitlacoche en diferentes
etapas de desarrollo.
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