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CARACTERIZACION DE ESPECIES DE Fusarium spp. QUE
AFECTAN LA PRODUCCION DE MAIz EN EL BAJiO, MEXICO

RESUMEN GENERAL

La produccion de maiz (Zea mays L.) en el Bajio mexicano se ve afectada por
enfermedades causadas por especies del género Fusarium, las cuales inducen
pudriciones de mazorca, tallo, raiz y semilla, y pueden contaminar el grano con
micotoxinas importantes para la inocuidad de alimentos y piensos. El objetivo de
este estudio fue diagnosticar y caracterizar la diversidad de Fusarium spp.
asociada a la produccion de maiz blanco subtropical en EI Bajio, México,
mediante analisis morfoldgicos, moleculares y de patogenicidad, y detectar y
cuantificar fumonisinas y otras micotoxinas relevantes en el grano de maiz. Se
recolectaron muestras de semilla, tallo, grano y suelo de 25 hibridos comerciales
de maiz blanco subtropical en catorce sitios de produccion en Guanajuato,
Jalisco y Michoacan durante los ciclos de cultivo 2023-2024. Se obtuvieron,
purificaron y caracterizaron aislados de Fusarium mediante criterios morfolégicos
y marcadores moleculares multilocus. Los aislados seleccionados se evaluaron
mediante pruebas de patogenicidad para confirmar su capacidad para causar
pudricibn de mazorca. Se analizaron muestras de grano para determinar la
presencia y concentracion de micotoxinas. Los resultados indican que la
pudricién de la mazorca de maiz en El Bajio es causada por un complejo de
especies de Fusarium con potencial patdégeno y productor de micotoxinas, cuya
incidencia y distribucidn varian segun el hibrido y la localidad. Esta investigacion
proporciona informacién esencial para mejorar la gestion fitosanitaria y fortalecer
la inocuidad alimentaria en los sistemas de produccion de maiz de la region.

Palabras clave: Fusarium spp; pudricion de la mazorca de maiz; maiz blanco
subtropical; micotoxinas; fumonisinas; El Bajio, México.

Tesis de Maestria en Ciencias, Proteccion Vegetal, Universidad Auténoma Chapingo
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Director de Tesis: Dr. Santos Gerardo Leyva Mir
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CHARACTERIZATION OF Fusarium spp. AFFECTING MAIZE PRODUCTION
IN THE BAJiO REGION, MEXICO

ABSTRAC

Maize (Zea mays L.) production in the Mexican Bajio is affected by diseases
caused by species of the genus Fusarium, which induce ear, stem, root, and seed
rots and may contaminate grain with mycotoxins of importance to food and feed
safety. The objective of this study was to diagnose and characterize the diversity
of Fusarium spp. associated with subtropical white maize production in El Bajio,
Mexico, using morphological, molecular, and pathogenicity analyses, and to
detect and quantify fumonisins and other relevant mycotoxins in maize grain.
Samples of seed, stem, grain, and soil were collected from 25 commercial
subtropical white maize hybrids across fourteen production sites in Guanajuato,
Jalisco, and Michoacan during the 2023-2024 growing cycles. Fusarium isolates
were obtained, purified, and characterized through morphological criteria and
multilocus molecular markers, and selected isolates were evaluated in
pathogenicity tests to confirm their ability to cause ear rot. Grain samples were
analyzed for the presence and concentration of mycotoxins. Results indicate that
maize ear rot in El Bajio is caused by a complex of Fusarium species with
pathogenic and mycotoxin-producing potential, whose incidence and distribution
vary according to hybrid and locality. This research provides essential information
for improving phytosanitary management and strengthening food safety in maize
production systems of the region.

Keywords: Fusarium spp.; maize ear rot; subtropical white maize; mycotoxins;

fumonisins; El Bajio, Mexico.

Master's Thesis in Plant Protection Sciences, Department of Agricultural Parasitology,
Universidad Auténoma Chapingo

Author: Lucia Cortez Trejo

Thesis Director: S. Gerardo Leyva Mir
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CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

El maiz (Zea mays L.) es el cultivo de mayor importancia, seguido del trigo y el
arroz, con una produccién global de 1,242 millones de toneladas (Mt), los diez
principales paises productores son Estados Unidos de América (31.4%), China
(23.3%), Brasil (10.6%), Argentina (3.3%), India (3.1%), Ucrania (2.5%), México
(2.2%), Indonesia (1.6%), Rusia (1.3%) y Sudafrica (1.3%) (FAOSTAT, 2024). En
México, el maiz ocupa un lugar estratégico para la seguridad alimentaria,
ademas, es centro de origen y diversificacion del cultivo (Barrera-Guzman et al.,
2020; Gonzalez Castro et al., 2013). Su importancia radica como base de la
alimentacién humana, asi como, implementaciéon en la produccién pecuaria,

industrial y de bioenergia (Mendoza, 2017).

Segun el anuario estadistico con datos de la Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural (SIAP), para diciembre de 2024, en el pais se sembraron
6,434,120 Ha, en las cuales se produjeron 27.6 Mt de grano de maiz, de estas,
el maiz amarillo representa solo el 13.5%. Los diez principales estados
productores son: Sinaloa (17.4%), Jalisco (11.4%), Michoacan (9.0%),
Guanajuato (8.6%), Chihuahua (7.1%), Veracruz (6.4%), Guerrero (6.0%),
Puebla (5.6%), Estado de México (5.0%) y Chiapas (4.2%) (FAOSTAT, 2024).

La region de El Bajio se ha consolidado como una de las principales zonas
agricolas por su alta productividad y aportacién estratégica a la seguridad
alimentaria nacional con una produccidon de maiz en grano de 5.3 Mt,
representando el 29.0%, de la produccion total del pais, Jalisco aporta el 11.4%,
Michoacan el 9.0% y Guanajuato 8.6% (FAOSTAT, 2024; Gutiérrez Nunez,
2023). Este cereal se cultiva de forma intensiva, para consumo humano y para
produccién pecuaria. A pesar de su potencial agricola, El Bajio afronta retos
derivados de factores bibticos y abidticos que afectan tanto el rendimiento como
la calidad del grano. Se estima que, en condiciones desfavorables (variacion en
las precipitaciones y alta temperatura), las pérdidas ocasionadas por plagas y

enfermedades pueden oscilar entre el 30-60% (Zacamo-Velazquez et al., 2022).



Entre los agentes bidticos mas relevantes, se encuentran los hongos del género
Fusarium. Este género incluye un amplio numero de especies fitopatdégenas
capaces de causar enfermedades en diferentes 6rganos de la planta, como la
mazorca, el tallo y la raiz, ademas de colonizar las semillas (Ponte et al., 2022).
No solo generan pérdidas en rendimiento, sino que también producen
micotoxinas que contaminan el grano y representan un riesgo grave para la salud
humana y animal, asi como pérdidas econdmicas para los productores porque el
grano que no cumple con las normas de calidad e inocuidad es rechazado para

su comercializacion (Bacon et al., 2008a; Kamle et al., 2019).

Diversos estudios han documentado que el complejo de Fusarium fujikuroi es el
grupo de especies mas frecuente en maiz. Dentro de este complejo destacan F.
verticillioides, F. subglutinans y F. proliferatum, asociados con alta incidencia de
pudricién en mazorca y tallo (Leyva-Madrigal et al., 2015; Solérzano-Sol6rzano
etal., 2024). F. verticillioides, esta presente a nivel global, es la especie mas
reportada como patdgena de maiz (Zhao et al., 2017), siendo capaz de colonizar
la planta por distintas vias: desde la infeccion radicular hasta la invasion de tallos
y granos. Su importancia no solo se centraen su amplia distribucién, sino también
en su capacidad micotoxigénica como productora de fumonisinas, micotoxinas
altamente prevalentes en granos contaminados (De la Torre et al., 2013). Las
fumonisinas (FUM) producidas principalmente por el género F. verticillioides. son
responsables de enfermedades graves en animales, como |la
leucoencefalomalacia equina y la edema pulmonar en cerdos (Bacon et al.,
2008a; De la Torre et al., 2013). En humanos, su consumo se ha asociado a la
esofagitis crénica y un mayor riesgo de cancer de esofago en poblaciones
dependientes del maiz como alimento basico (IARC, 2002). En este sentido, la
evaluacion exhaustiva de fumonisinas en diferentes hibridos de maiz cultivados
en regiones de alta produccion, como El Bajio, constituye un paso esencial para

dimensionar el riesgo alimentario y sanitario.

F. graminearum, aunque menos frecuente en maiz, es considerado el principal
productor de micotoxinas en granos pequenos (trigo, cebada, centeno y avena)

(Malbran, 2013). Esta especie se asocia principalmente a la produccion de
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deoxinivalenol (DON) y zearalenona (ZEN), compuestos que afectan la salud
animal al causar reduccién de peso, disminucion en la fertilidad y problemas
reproductivos, ademas de representar un riesgo toxicoldgico para el consumo
humano (Kamle et al., 2019; Oldenburg et al., 2017).

La coexistencia de multiples especies de Fusarium en una misma region agricola
plantea un reto para el diagndstico y manejo. La sintomatologia en campo,
caracterizada por micelio blanco a rosado en las mazorcas y tallos, suele ser
similar entre especies, lo que imposibilita la diferenciacion basada unicamente en
observacion visual (Leslie y Summerell, 2006). Esta dificultad resalta la
necesidad de estudios de caracterizacion morfolégica y molecular que permitan
determinar con precision la diversidad de especies presentes en cada
agroecosistema. El empleo de técnicas de cultivo en medios especificos como
PDA, CLA y SNA ha sido fundamental en la identificacion morfolégica, mientras
que la caracterizacion molecular mediante regiones ITS, EF-1a y RPB2a ofrece

una confirmacion taxonémica mas precisa.

Considerando lo anterior, el estudio de la diversidad de especies de Fusarium
spp. Yy su capacidad toxigénica en la regién de El Bajio, México, es de gran

importancia.

1.1. Justificacién
La necesidad de identificar y caracterizar morfologica y molecularmente las
especies de Fusarium spp. asociadas al cultivo de maiz en El Bajio, asi como de
realizar un analisis exhaustivo de fumonisinas en maiz blanco subtropical
cultivado en Guanajuato, Jalisco y Michoacan. Tendra un impacto directo en la
seguridad alimentaria e inocuidad, al proporcionar bases cientificas para reducir
pérdidas econdmicas, mitigar riesgos a la salud publica y orientar a productores,
empresas semilleras nacionales y organismos reguladores de politicas publicas
en la toma de decisiones para un manejo sustentable y eficiente del cultivo de

maiz en México.



1.2. Objetivo general

Diagnosticar y caracterizar la diversidad de especies de Fusarium spp. asociadas

al cultivo de maiz blanco subtropical en El Bajio, México, mediante analisis

morfolégico, molecular y de patogenicidad, asi como detectar y cuantificar

fumonisinas en grano de diferentes hibridos y localidades, con el fin de generar

informacion que contribuya al manejo fitosanitario y a la seguridad alimentaria.

1.2.1.
1.

Objetivos especificos

Aislar, purificar y conservar cultivos puros de Fusarium spp. obtenidos de
semilla, tallo y grano de 25 hibridos de maiz blanco subtropical en el Bajio.
Aislar, purificar y conservar cultivos puros de Fusarium spp. a partir de
muestras de suelo recolectadas a la siembra y la cosecha en catorce sitios
de produccion ubicados en Guanajuato, Jalisco y Michoacan.
Caracterizar morfolégica y molecularmente las especies de Fusarium spp.
aisladas en este estudio para determinar su diversidad y distribucion en
los diferentes 6rganos del cultivo y sitios de muestreo.

Detectar y cuantificar las fumonisinas presentes en grano de 25 hibridos
de maiz blanco subtropical en los catorce sitios de siembra del El Bajio,
Meéxico, y evaluar su variacion entre hibridos y localidades.

Corroborar la capacidad de los aislamientos de Fusarium de inducir la
enfermedad de la pudricion de mazorca a través de pruebas de

patogenicidad en plantas de maiz.

1.3. Hipétesis

La pudricion de mazorca en maiz en la region de El Bajio, México, es causada

por un complejo de especies de Fusarium con capacidad patogénica y productora

de micotoxinas, cuya incidencia y distribucion varian segun el hibrido y el sitio de

siembra.



CAPITULO II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Clasificacion taxonémica de Fusarium spp.

Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi
Subreino: Eumycota
Super divisién: Dikarya
Phylum: Ascomycota

Subphyllum: Pezizomicotina

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium spp. (Link Ex Grey, 1821)
(Crous et al., 2021).

2.2. Morfologia del género Fusarium

Fusarium spp. presenta caracteristicas microscoépicas propias del género. La
fialide es generalmente fina, en forma de botella; simple o ramificada; cortas o
largas; monofialidica (que emergen esporas de un poro de la fialide) o polifialidica
(de varios poros). Los macroconidios presentan forma de medialuna, hialinos y
septados. Los microconidios, son ausentes en algunas especies, poseen
diferentes formas (fusiformes, ovales, clavadas, entre otras), agrupaciones
(estructuras llamadas “falsas cabezas”) en cadenas largas o cortas. Del mismo
modo, pueden observarse las clamidosporas caracteristicas con doble pared
gruesa, lisa o rugosa; de manera aislada, en pareja o en grupo (Figura 1y 2)
(Tapia C, 2014) (DGSV-CNRF, 2020).



Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de las esporas utilizadas para la identificacion de especies
de Fusarium.

A-D Formas de macroconidios. A. Macroconidio tipico de Fusarium, célula apical a laizquierda y
célula basal a la derecha. B. Macroconidio recto delgado, casi en forma de aguja, p.e. F.
aveneaceum. C. Macroconidio con curvatura dorsoventral, p.e. F. equiseti. D. Macroconidio con
lado dorsal mas curvado que el ventral, p.e. F. crookellence. E-F: Formas de las células apicales
macroconidiales. E. Redondeada, p.e. F. culmorum. F. Papilado, p.e. F. sambucinum. G. Forma
de gancho, p.e. F. lateritium. H. Afilado, p.e. F. equiseti. I-L Formas de las células basales de
macroconidios. . Forma de pie, p.e. F. crookwellence. J. Forma de pie alargado, p.e. F. longipes.
K. Muescas bien definidas, p.e. F. aveneaceum. L. Muescas levemente visibles, p.e. F. solani.
M-T Formas de microconidios. M. Ovalado. N. Ovalado con dos septos. O. Ovalado con tres
septos. P. Reniforme. Q. Ovoide truncado en la base. R. Piriforme. S. Napiforme. T. Globoso. U-
X Morfologia de fialides. U. Monofialides, p.e. F. solani. V. Monofialides, p.e. F, oxysporum. X.
Polifialides, p.e. F. semitectum. Y-Z Cadenas de microconidios. Y. Cadenas cortas, p.e. F.
nygamai. Z. Cadenas largas, p.e. F. verticillioides. (Leslie y Summerell, 2006).
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Figura. 2. Clamidosporas de especies de Fusarium.

A-B. Clamidosporas verrucosa unicas de F. solani. C-D. Clamidosporas agrupadas de F.
compactum. E. Cadena de clamidosporas verrugosas de F. compactum. F. En pared, con paredes
lisas de F. solani. G. Clamidospora unica y verrugosade F. scirpi. H. Clamidosporas verrugosas
en pares de F. compactum. l. Clamidosporas agrupadas de pareces lisas de F. scirpi. Jy L.
Cadenas de clamidosporas verrugosas de F. compactum. K. Cadena de clamidosporas
verrugosas de distinto tamafio de F. scirpi. A-E. Barra de escala= 50um; F-L. Barra de
escala=25um (Leslie y Summerell, 2006).

£\ B Y T O

Otros caracteres importantes son los mesoconidios, este término fue propuesto
por Pascoe (1953) para describir conidios fusoides, que son producidos por
algunas especies de Fusarium de polifialides en medios de cultivo CLA (Agar con
hojas de clavel) o SNA (Agar sintético deficiente de nutrientes). Los mesoconidios
no se producen en esporoquios, son significativamente mas grandes que los
microconidios con 3 a 4 septos, carecen de célula basal con forma de pie o
muescas. Estos conidios generalmente crecen en micelio aéreo y a menudo

vistas al microscopio tienen forma de “orejas de conejo” (Figura 3).

A B C

Figura 3. Fusarium camptoceras mesoconidios in situ en CLA.

A y B mesoconidios individuales. C polifialides con “orejas de conejo”.
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Las caracteristicas microscopicas de Fusarium spp. cambian dependiendo del
medio de cultivo en el que se desarrolle. Se han utilizado cuatro medios de cultivo
para la identificacion de especies de Fusarium; éstos son el agar de hoja de clavel
(CLA) (Fisher NL B. L., 1982), el agar de dextrosa de papa (PDA) (Nelson, 1983),
el medio SNA (Hildegard Nirenberg, 1981) y el agar de suelo (Klotz LV, 1988). El
medio PDA permite observar la morfologia de colonia y pigmento (café, rojo,

violeta, naranja, gris, blanco) difusible al medio (Figura 4) (Tapia C, 2014).

Figura 4. Colonias tipicas y macroconidios de aislados de Fusarium.
Medio agar papa-dextrosa y macroconidios en medio de CLA después de 5 dias de crecimiento.
a) F. equiseti; b) F. oxysporum; c) F. graminearum; d) F. solani; ) F. comune; f) F. verticillioides;

g) F. proliferatum; h) F. fujikuroi; i) F. avenaceum. Barra de escala= 20 pym. Créditos: (Mokobi,
2020).

El medio CLA se utiliza para promover la formacion de macroconidios y
microconidios en esporoquios (Castro Lépez' et al., 2018; Sierra-Moya et al.,
2022). El Medio SNA es utilizado para promover la formacién de microconidios
(Leslie y Summerell, 2006; Uribe-Cortés et al., 2020). Los teleomorfos o etapas
sexuales de Fusarium pueden ser caracter definitivo de especies. Normalmente

esta etapas sexuales se observan en condiciones controladas de laboratorio, sin
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embargo, la morfologia de los teleomorfos no es suficientemente diferente entre
especies como para ser de utilidad con fines de identificacion morfologica (Leslie
y Summerell, 2006).

2.3. Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sin. F. moniliforme Sheld.)
Este patogeno se encuentra alrededor del mundo, en todas las partes
geograficas dende se cultive maiz (Vigier et al., 1997). En medio CLA forma los
macroconidios tipicos de las especies del complejo G. fujikuroi formados en
esporoquios de color naranja palido, éstos puedes ser hialinos o ligeramente
oscuros, llegando a ser raras en algunas cepas; éstos relativamente largos y
delgados, falcados o rectos; células apicales curvadas; célula basal con muesca
o forma de pie; y presentas de 3-5 septos. Forma numerosas cadenas largas de
microconidios ovalados en forma de mazo y unicelulares generalmente a partir
de monofidlides, en ocasiones pueden presentarse en pares en forma de “V” para
dar la apariencia de orejas de conejo. No forma clamidosporas, pero si pueden
aparecer ceélulas hinchadas en las hifas que llegan a confundirse con

clamidosporas o pseudoclamidosporas (Figura 5) (Leslie y Summerell, 2006).

(\.‘

B _

Figura 5. Fusarium verticillioides

A-B. Macroconidios; C-D. Microconidios in situ en CLA, escala =25um; E-F. Cadenas largas de

microconidios, escala = 50um



En medio PDA inicialmente se presenta micelio blanco, y puede desarrollar
pigmentos violetas al madurar; la pigmentacion del medio varia en coloraciones,
desde sin pigmentacién a grisaceo naranja, gris violeta, violeta oscuro o0 magenta

oscuro, casi negro en algunos casos (Leslie y Summerell, 2006).

Ha habido una gran controversia sobre el nombre de este taxon; algunos
investigadores lo llaman F. moniliforme y otros F. verticillioides, éste ultimo tiene
prioridad y actualmente es aceptado que se utilice para nombrar la especie,
siempre y cuando la fase sexual sea Giberella fujikuroi. F. verticillioides es
morfolégicamente idéntico a cepas de F. thapsinum, pero no produce la
pigmentacion amarilla tipica para su clasificacién; también es similar F.
proliferatum, pero éste ultimo se distingue por su capacidad de formar cadenas
de microconidios a partir de polifialides y suelen ser mas cortas. Ademas,
presenta similitud con F. andiyazi, pero no forma pseudoclamidosporas (Leslie y
Summerell, 2006).

Desde el siglo pasado, este patdgeno se ha reportado como causante de
pudricién de tallo y mazorca en maiz (Nelson et al., 1983). Esta ampliamente
distribuido en el mundo y asociado estrechamente con el cultivo (Leslie y
Summerell, 2006; Stewart et al., 2002). Tiene la capacidad de colonizar todas las
partes de la planta, incluyendo raiz, tallo mazorca y semillas; con frecuencia, el
patogeno pasa desapercibido ya que no causa sintomas visibles (Leyva-Madrigal
etal., 2015; Silva etal., 2017; Yilmaz et al., 2021; Zacamo-Velazquez et al.,
2022). La gravedad de la enfermedad se ve afectada por la ruta de infeccién, la
infeccion del grano ocurre mas eficientemente a partir de la colonizacion de
estambres en época de floracion, donde altera la integridad del pericarpio en la
semilla, ocasionando la tipica pudricion de mazorca (Stewart et al., 2002; Ward
etal, 2002). En este tipo de infecciones, las hifas colonizan espacios
intercelulares, a diferencia de las infecciones sintomaticas, las que invaden tanto
espacios inter como intracelulares. Generalmente el grano o semilla infectada,
presenta estrias blanquecinas debajo del pericarpio, las cuales son canales de

aire dejados por el micelio (Oren et al., 2003; Peiretti-Uzal et al., 2007).
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El estrés por sequia incrementa la presencia de la enfermedad; basandose en
microscopia electronica, el hongo se localiza en los granos de la punta de la
mazorca y éstos pueden ser sintomaticos y asintomaticos (Bacon, 1992). La
infeccidon de la mazorca es la de mayor importancia, debido al potencial toxico de
los metabolitos secundarios producidos por el hongo (De la Torre-Hernandez
et al., 2014; Solérzano-Solérzano et al., 2024) entre los que se encuentran las
fumonisinas, sustancias carcinogénicas como el acido fusarico, fusarinas,
giberelinas, moniliforminas, zearalenona y tricotecenos (Bacon et al., 2008b; De
la Torre-Hernandez et al., 2014; Kamle et al., 2019; Silva et al., 2017).

2.4. Sintomatologia, principales rutas de infeccion y ciclo de vida
Las infecciones de Fusarium pueden ocurrir durante todo el desarrollo del ciclo
de cultivo, ocasionando diferentes sintomas en los 6rganos vegetativos y
generativos de la planta (Oldenburg et al., 2017). El poco crecimiento del sistema
radical con hifas adheridas es una caracteristicatipica de infeccion de raiz (Zhang
et al., 2023). Después, se presentan lesiones necroticas, de color marrén que
varian de tamano desde pequefias y alargadas a grandes y fusionadas, llegando
a afectar toda la raiz provocando una disminucién del crecimiento de las plantulas

del maiz (Okello et al., 2019; Sol6érzano-Solérzano et al., 2024).

Cuando la infeccién ocurre en el tallo, se presenta una lesién interna, en los haces
del xilema, de color marrén oscuro a rosado, esto ocurre de 10 a 14 dias después
de la inoculacion (DDI) (Shan et al., 2017), a los 30 DDI los tallos se vuelven
huecos y quebradizos (Shan etal.,, 2017; Xia etal., 2019). Otro sintoma
caracteristico es el secado de las hojas inferiores, que dan lugar a una marchitez,
los entrenudos basales se vuelven color marrén tornando a los tallos suaves y
débiles, lo que provoca el acame de la planta en casos severos (Dharanendra
Swamy et al., 2020; Xia et al., 2019).

Quizas, el sintoma mas evidente, es el marchitamiento de las hojas cerca de las
mazorcas infectadas (Figura 6A), se presenta una coloracion amarillenta y en
ocasiones necrosis en los bordes, en la mazorca se observa la presencia de

moho color rosado a rojizo que generalmente inicia en la punta (Figura 6B, C).

11



las mazorcas, al ser infectadas prematuramente por Fusarium, éstas se pudren
por completo formando peritecios sobre las vainas y pedunculo de la mazorca.

Los grupos de granos infectados distribuidos al azar en la mazorca son cubiertos

por micelio blanco a rosado y rojizo, sobre todo en la punta de la mazorca (Agrios,
2005; Cao, et al., 2021; Gaige et al., 2020; Solérzano-Solérzano et al., 2024;
Tahat et al., 2023).

[ 4

Figura 6. Sintomas en campo de pudricién de mazorca por Fusarium.

A. Marchitezy decoloracion de la hoja adyacente a la mazorca. B. Granos infectados con micelio
rosado. C. Pudricion de granos en mazorca inoculada artificialmente (Solérzano-Sol6rzano et al.,
2024).

En mazorcas inoculadas artificialmente, los sintomas pueden observarse 7 DDI
(Zainudin et al., 2017), los sintomas incluyen decoloracion en grano, moho
blanco, rosado a salmoén cubriendo el grano (Duan et al., 2020; Solérzano-
Solorzano et al., 2024), finalmente, 20 DDI se observa la pudricion de la mazorca
por Fusarium presentando el micelio blanco a rosado caracteristico (Shan et al.,
2017; Solérzano-Solérzano et al., 2024).

La pudricion por Fusarium verticillioides es quizas la mas comun de la mazorca
de maiz al rededor del mundo. A diferencia de G. zeae, el dafio de F. moniliforme
se manifiesta principalmente en granos individuales o en ciertas areas de la
mazorca (Figura 7 B y C). Los granos infectados generan un moho algodonoso o

rayas blancas en el pericarpio y germinan estando aun en el olote. Habitualmente,
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las mazorcas atacadas por barrenadores del tallo son infectadas por F.
verticillioides. (CIMMYT, 2004).

- A

Figura 7 Sintomas de pudricion por Giberellay Fusarium, A. Giberella, B. Fusarium, C. Fusarium.

2.5. Principales rutas de entrada y colonizacién del patégeno

Uno de los factores que favorecen la infeccion y alta incidencia de F. verticillioides
en el maiz es que el hongo utiliza multiples rutas de entrada a la planta, causando
diferentes enfermedades a lo largo del ciclo del cultivo (Figura 8) (De la Torre
et al., 2013). En primer lugar, esta la infeccion sistémica de las plantulas, ocurre
durante y desde la germinacion de la semilla, y a lo largo del establecimiento de
la plantula, al encontrase el patdégeno en la semilla o en el suelo, F. verticillioides
penetra de forma directa el pericarpio, las hifas colonizan las células del
parénquima del escutelo y llegan hasta el cortex. Entre 25 a 30 dias después, las
raices y mesocotilo ya se hallan colonizados y pueden mostrar sintomas de
pudricién, dependiendo de la cantidad de inoculo y los factores ambientales (De
la Torre etal., 2013; Okello etal., 2019; Sol6rzano-Solérzano et al., 2024,
Zainudin et al., 2017).

La segunda ruta, es la infeccion de la mazorca por medio del estigma, esto
sucede cuando el in6culo aéreo es transportado por el agua de lluvia y se

deposita en los estigmas, facilitando de esta forma el acceso a las células del
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pericarpio donde la hifa infectiva se propaga extracelularmente en la superficie
de la cuticula y, accede al grano a través de la parte inferior del canal estilar
cuando esta abierto, incluso en ausencia de lesiones mecanicas (De la Torre

et al., 2013; Duncan y Howard, 2010; Solérzano-Sol6rzano et al., 2024).

Finalmente, la tercera ruta es la infeccion de tallo y mazorca por dafio mecanico
ocasionado por la alimentacion de insectos plaga del cultivo, al horadar las
mazorcas Y tallos, el dafio funciona como ruta de entrada para los conidios de F.
verticillioides. Ademas, existen insectos que actuan como vectores del patégeno
dispersandolo por toda la superficie de la planta, incluyendo la mazorca como
Ostrinia spp., el gusano barrenador; o, bien, trasladandolo por grandes distancias
como el gusano de la raiz (Diabrotica spp.). Otros vectores reportados son el
gusano elotero en sus fases larvarias y adultos, trips y gorgojos (De la Torre et al.,
2013; Munkvold et al., 1997; Solérzano-Sol6rzano et al., 2024).

Otras evidencias que apoyan el papel de los insectos en la incidencia y severidad
de la infecciéon por F. verticillioides son: 1) control de trips con insecticida, que
reduce la poblacion de insectos y la enfermedad; 2) maiz genéticamente
modificado, que produce la proteina Cryla(b) la cual confiere resistencia al
gusano barrenador europeo, teniendo menor incidencia y severidad de pudricion

de la mazorca provocado por F. verticillioides (Munkvold, 1997).
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Figura 8. Rutas de entrada de Fusarium verticillioides a la planta de maiz.

1. Infeccién sistémica de plantulas. El hongo sobrevive en la semillao en suelo de donde accede
a la plantula e infecta las raices. 2. Infeccién a través del estigma. Los conidios del hongo son
depositados en el estigma (E) y penetran a través de la parte inferior del canal estilar (CE). C:
carpelo, SE: saco embrionario. 3. Infeccion a través de heridas. El hongo accede al talloy/o a la
mazorca a través de lesiones mecanicas causadas por insectos al alimentarse (Dela Torreet al.,
2013).

2.6. Ciclo de vida
Se ha documentado que las esporas del patégeno pueden sobrevivir en residuos
del cultivo hasta por 630 dias, en la superficie del suelo, o en tallos y raices
enterradas a una profundidad de 30 cm (Munkvold et al., 1997). Al establecer
cultivos en suelos contaminados por Fusarium, invariablemente se ven afectados

en la tasa de germinacion, velocidad de emergencia de plantulas, ademas de la
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altura y peso las plantas que lograron emerger (Gaige et al., 2020; Stagnati et al.,
2020), se ha observado que en algunos casos las plantas no desarrollan
sintomas visibles de la infeccion, por lo que se consideran plantas sanas, sin
embargo, existe la posibilidad de que la infeccién este presente de forma
endofitica asintomatica (Stagnati et al., 2020). La formacién de esporas sexuales
promueve la infeccion secundaria en campo, influenciada por condiciones
ambientales favorables con temperaturas optimas que van de entre 20a 30 °C y
una humedad relativa (RH) mayor al 90% (Brauer et al., 2020; Doohan et al.,
2003; Lanubile et al., 2017).

Fusarium spp. estan presentes en el suelo en forma de micelio o esporas
(clamidosporas), el hongo ingresa a la planta a través de las raices, a menudo
por heridas causadas por insectos o practicas de cultivo. Una vez dentro de las
raices, el patégeno coloniza los vasos del xilema y se transporta a través del
sistema vascular de la planta, transportandose sistémicamente dentro de la
misma, colonizando el tallo y otros tejidos vasculares. El patogeno llega a la
mazorca a través de los vasos conductores que conectan el tallo con la mazorca,
también se puede infectar directamente la mazorca a través de la seda (estigmas)
o heridas en la mazorca, los signos incluyen decoloracion y pudricién de granos,
con desarrollo de micelio y esporulaciéon en la mazorca de color rosado a rojizo.
El patégeno produce micotoxinas como fumonisinas, zearalenona y deoxinivanol
contaminando los granos representando un riesgo significativo para la salud
humana y animal, afectando la seguridad alimentaria. Las esporas del patdgeno
pueden sobrevivir en los restos de la cosecha sirviendo como fuente de inéculo
infectando nuevamente las plantas jovenes, reiniciando el ciclo de infeccién

(Figura 9) (Solérzano-Solorzano et al., 2024).
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Figura 9. Ciclo de vida e infeccion de Fusarium spp. Fuente: Xu et al. (2023).

2.7. ldentificacion molecular del género Fusarium spp. (Link Ex Grey,
1821)

Las especies de Fusarium son una preocupacion global para la agricultura,
medicina y seguridad alimentaria/forrajera y han sido ampliamente
caracterizadas (Torres-Cruz et al., 2022). La informacion molecular, basada en el
analisis de ADN y ARN, constituye una importante herramienta de investigacion
especialmente en la micologia (Nilsson et al., 2012), por esta razén se debe
realizar un buen diagnéstico para la correcta clasificacion y documentacién de los
patogenos causantes de enfermedades en un cultivo. Para lograr una correcta
identificacion se requieren de una combinacion de técnicas morfolégicas vy
moleculares que permita identificarlos de forma precisa (Summerell, 2019). De
este modo, a lo largo del tiempo se han explorado muchos genes codificadores
de proteinas con fines taxondmicos y de identificacion de especies del género
Fusarium (Crous et al., 2021; Harish et al., 2023; Hsuan et al., 2011).

Para la identificacion molecular de especies de Fusarium, se pueden utilizar

varios marcadores moleculares (Tabla 1) (Crous et al., 2021), los mas utilizados
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son Translation elongation factor 1-alpha (tef1) (Fallahi, et al., 2021; Torres-Cruz
et al., 2022; Varela et al., 2013) y RNA polymerase second largest subunit (rpb2)
(Cao, et al., 2021; Shan et al., 2017; Solérzano-Sol6rzano et al., 2024) ambos
ofrecen un alto poder discriminatorio y estan bien representados en las bases de
datos publicas, Tef1 es el marcador de identificacion de primera eleccion, debido
a la amplia resolucion que posee para la identificacion de especies, en cuanto a
rpb2 permite una mayor discriminacion entre especies que estan estrechamente
relacionadas (Crous et al., 2021; Solérzano-Solérzano et al., 2024).

Tabla 1. Marcadores moleculares recomendados para la amplificacion de fragmentos de ADN de

hongos del género Fusarium. Tabla obtenida y modificada (Crous et al.,, 2021; Solérzano-
Soldrzano et al., 2024).

Gen/Regién Primer Direccion Secuencia (5'->3') Referencia

T1 Forward AACATGCGTGAGATTGTAAGT O’Donnell et al., 1998
Woudenberg et al.,

Beta-tubulina 1 )5 or>  Forward  GTBCACCTYCARACCCGYGARTG 2009

(tub2)
Woudenberg et al.,
TUB4RD Reverse CCRA GYTGRC RRARAAAGTGTTTC 2009
Carbone & Kohn,
CAL-228f Forward GAGTTC AAGGAGG CCTCTTCC 1999
O’Donnell et al.,
Calmodulina CAL-CL1?2  Forward GARTWCAAGGAGGCCTTCCTC 2000a
(CaM) CAL- O’Donnell et al.,
CL2A? Reverse TTTTTGGCATCATGAGTTTGCAG 2000b
Quaedvlieg et al.,
CAL-2Rd  Reverse T GRTNGCCTTCRCGGATCATCTC 2011
Fa Forward CAYAARGARTCYTAYTGGGWC O’Donnell et al., 2010
F7 Forward CRACACGAAGAGGYTRGAAGG O’Donnell et al., 2010
RNA polimerasa F61 Forward TTT TCCAGGTCG TCGCTGTC O’Donnell et al., 2010
subunidad F61 Forward CTGCTGAGTGTATCATTTAACG O’Donnell et al., 2010
grande (rpb1) R8 Reverse CAATGACGTTGTACCATTTCG O’Donnell et al., 2010
R9 Reverse TCARGGTCGATGAGGATGTTTGC O’Donnell et al., 2010
G2R! Reverse GTCATGYGGGACTCGGTGTGCDCCD O’Donnell et al., 2010
RNA polimerasa RPB2-5f2 Forward GGGGWGAAACAAGAA GAGGC S_ung et al., 2007
subunidad 2 fRPB2-7cf Forward ATGGGYAGACCAGCATGGGC L!u et al., 1999
(rpb2) fRPB2-7cr Reverse CCATGTGTT TGAAGACC L!u et al., 1999
RPB2-11ar Reverse GCRTGYC TTTGBGRTCRTSAC Liu et al., 1999
£ EF-1 Forward ATGGTAAGGARGACAAGAC O’Donnell et al., 1998
eIong:gi)(;ndeEF- EF-2 Reverse ~ GGARGTACCAGTSATCAGTT O'Donnell et al., 1998
1a (tef1) EF1-F2 Forward GGTATCCTCAAGGCTCAGAGA Boutigny et al., 2019
EF1-R3 Reverse TACACGCTCGGTCGATCACC Boutigny et al., 2019

En la actualidad se utilizan de dos a tres marcadores (Duan et al., 2020; Torres-
Cruz et al., 2022; Zhang et al., 2023), en el caso de los marcadores Beta-tubulin
(tub2), Calmodulin (CaM)y RNA polymerase largest subunit (rpb1) estos tienen
aplicabilidad variable dependiendo del género o complejo de especies en donde

se vayan a emplear (Al-Hatmi et al., 2019; O’Donnell et al., 2000; Solérzano-
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Solérzano etal.,, 2024). Comunmente el algoritmo mas utilizado para la
identificacion preliminar de hongos mediante marcadores de ADN es el Basic
Local Alignment Search Tool BLAST (herramienta de busqueda de alineacion
local basica), disponible en el sitio web GenBank del The National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Du et al., 2020; Duan et al., 2020; Soldérzano-
Solérzano et al., 2024; Varela et al., 2013; W. Wang et al., 2021; Zhang et al.,
2023), llegando a ser considerado un método rapido y de gran utilidad en el que
se puede analizar una gran cantidad de informacién, pero sus resultados deben
analizarse con cuidado dada la presencia de una alta proporcion de cepas mal
identificadas y secuencias de baja calidad que deben ser filtradas (Crous et al.,
2021; Soldérzano-Soldrzano et al., 2024).

Recientemente, en 2020, Torres-Cruz y otros colaboradores, publicaron una base
de datos actualizada, FUSARIUM-ID v.3.0, el cual, es un recurso actualizado y
descargable para la identificacion de especie de Fusarium spp., esta base utiliza
el gen del factor de elongacion de la traduccion 1-alfa (TEF1) (Torres-Cruz et al.,
2022).

2.8. Micotoxinas en Fusarium
Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidas por hongos de
diferentes especies (Coppock y M. Dziwenka, 2014; De la Torre et al., 2013;
Solérzano-Solérzano et al., 2024), que pueden contaminar los productos
agricolas en el campo y/o durante su almacenamiento (Bacon et al., 2008b;
Gallardo-Reyes et al., 2006; Malbran, 2013), si bien estas pueden entrar en el
suministro de alimentos directamente (contaminacion de granos y productos
almacenados) o indirectamente (uso de ingredientes contaminados en productos
alimenticios tanto para humanos como animales) (Bianchini y Bullerman, 2014),
y en consecuencia de ello afectar a los 6rganos del cuerpo e incluso causando

cancer en humanos y animales (Coppock M. Dziwenka, 2014; Xu et al., 2003).

Las micotoxinas de Fusarium representan un problema creciente en seguridad
alimentaria a nivel mundial debido al aumento en su incidencia asociado al

cambio climatico, comercio internacional y practicas agricolas intensivas. Las
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cadenas agroalimentarias se encuentran particularmente amenazadas en
regiones productoras de maiz, donde el calentamiento global y el estrés abidtico
favorecen la infeccidbn por Fusarium y la acumulacién de toxinas como
fumonisinas, deoxinivalenol y zearalenona, representando riesgos directos para
salud humana, animal y pérdidas econdémicas significativas (Mufioz-Zavala et al.,
2025).

2.8.1. Principales micotoxinas de interés

Entre las micotoxinas mas relevantes producidas por especies de Fusarium
asociadas al maiz destacan las fumonisinas (FUN), el deoxinivalenol (DON) y la
zearalenona (ZEA). Cada una presenta efectos bioldgicos diferenciados y
mecanismos toxicos especificos (Bacon, 1992; Bacon et al., 2008b; Desjardins
et al., 2000; Rabie et al., 1982).

Fumonisinas

Las fumonisinas, principalmente FUM B4, son sintetizadas por F. verticillioides y
F. proliferatum y estan asociadas a cancer esofagico, disfuncion hepatica y
enfermedades neurolégicas en humanos y animales (Qu et al., 2018). A nivel
celular, inducen estrés oxidativo, apoptosis y disrupcion en la sintesis de
esfingolipidos, afectando la integridad de membranas y tejidos (Sheik, A. y
Marnewick, 2023).

Las fumonisinas (FB) mas abundantes de incidencia natural son las del grupo B,
derivadas de la mayoria de las cepas de F. verticillioides. Las fumonisinas B
contienen un esqueleto lineal de 20 carbones, con un amino en el C-2 y residuos
de acido tricarboxilico esterificados en C-14 y C-15 (Figura 10). Estos
compuestos difieren por la presencia o la ausencia de un grupo hidroxilo en los
C-5y C-10. Dentro de esta familia predominan las fumonisinas B1, B2 y B3, pero
la B1 (FB1) conforma mas del 75% del total de las fumonisinas; asimismo, es la
mas estudiada (Marin et al., 1995; Proctor et al., 2006). Los niveles de produccion
de la toxina FB1 son muy variables entre las cepas de F. verticillioides, ya que
algunas de ellas no la sintetizan, o bien, lo hacen a niveles muy bajos; en cambio,

otras generan grandes cantidades de la toxina.
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Figura 10 Estructura quimica de las fumonisinas del grupo B (De la Torre et al., 2013).

Deoxinivalenol (DON)
El DON, producido por especies del complejo F. graminearum, esta asociado a
vomitos, diarrea, pérdida de peso, inmunosupresion y dafo intestinal, pudiendo

alterar la microbiota y la barrera epitelial intestinal (Jia et al., 2023).

Zearalenona (ZEA)

La ZEA es conocida por su actividad estrogénica y suimpacto en la reproduccion,
causando desequilibrio hormonal y alteraciones ovaricas (Molina-Molina et al.,
2014; Zhou et al., 2021).

Estudios recientes demuestran que estas micotoxinas inducen dano mediante
estrés oxidativo, alteracion de la barrera intestinal, apoptosis celular y disbiosis
microbiana. En animales y humanos se ha confirmado la afectacion del sistema
inmune, hepatico y gastrointestinal, siendo su efecto sinérgico un riesgo

emergente en salud publica (Mufioz-Zavala et al., 2025).

Los granos de maiz contaminados con micotoxinas (Tabla 2) poseen un menor
valor nutricional y econémico (Sun et al., 2023), al ser micotoxinas producidas
principalmente por Fusarium spp. son altamente toxico y de amplia diseminacion
(Abdel-Wahhab y El-Nekeety, 2021; Liu et al., 2021).
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Tabla 2 Principales micotoxinas producidas por Fusarium spp, control en poscosechay efectos
en la salud. Tabla tomada de (Sol6érzano-Soldrzano et al., 2024).

Micotoxina Estructura
reportada quimica Actividad y efecto Referencia
Inhibidores de crecimientos (La
bacilomicina D)** Sun et al., 2023
Uso de sorbentes (arcilla
Deoxinivalenol beidellita)** Oladele et al., 2024
(DON) CisH2006  Fyngicidas (Metconazol)* Barro et al., 2023
Vomitos* Yu et al., 2023
Lesiones hepaticas* Jiang et al., 2024
Lesiones gastrointestinales* Yu et al., 2023
Estrategias fisicas y biolégicas**  André et al., 2024
Efectos disruptores endocrinos* Pierzgalski et al., 2021
Zea(rZaIIEeAr\l)ona C1sH220s - Molina-Molina et al.,
Desequilibrio hormonal* 2014
Procesamiento hidrotérmico** Massarolo et al., 2020
Clasificacion Simple** Matumba et al., 2015
Fumonisinas C..H--NO Irradiacion gamma** Aziz et al., 2007
(FB) 3477591715 Cancer de esofago* Yu et al., 2021
Cancer primario de higado* Khan et al., 2018

* Efectos en la salud humana
** Alternativas de mitigacion / control y efectos reportados

La mitigacion de micotoxinas ha avanzado hacia estrategias integrales que
incluyen  bioadsorbentes naturales, microorganismos  detoxificadores,
tratamientos enzimaticos, compuestos antioxidantes, seleccion genética de
cultivares resistentes, y tecnologias postcosecha como separacion optica e
imagenes hiperespectrales (HSI). Estas tecnologias buscan no solo reducir la
concentracion de toxinas, sino también proteger la integridad nutricional del grano

y minimizar residuos quimicos (Mufoz-Zavala et al., 2025).

Evidencia reciente indica que las principales micotoxinas asociadas a Fusarium
actuan a través de mecanismos moleculares complejos, destacando la
generacion de estrés oxidativo, la disrupcion de la barrera intestinal, la induccién
de apoptosis celular, la disbiosis microbiana y la alteracion de rutas
inmunolégicas clave (Mufoz-Zavala et al., 2025). Este enfoque mecanistico
refuerza la relevancia de implementar estrategias preventivas y de diagnostico
oportuno en los sistemas productivos, especialmente en cultivos basicos como el

maiz.

22



En el contexto regulatorio mexicano, las aflatoxinas cuentan con un limite maximo
permitido de 20 ugkg™ en maiz para consumo humano establecido en la NOM-
188-SSA1-2002, mientras que las fumonisinas no cuentan aun con un limite
especifico nacional; en la practica, se utiliza como referencia el valor guia de la
FDA de 4,000 ug kg™. Esta ausencia de regulacion vinculante para fumonisinas
representa una brecha significativa para la inocuidad alimentaria y la proteccién
de la salud publica (COFEPRIS, 2022).

Ante este panorama, las estrategias actuales de mitigacion se orientan hacia
enfoques integrales que combinan practicas agrondémicas, mejoramiento
genético y tecnologias emergentes. Entre ellas destacan el uso de germoplasma
nativo resiliente, la implementacion de rotacion de cultivos y manejo nutricional
balanceado, el control biolégico, con Aspergillus flavus atoxigénico como modelo
de referencia, y el empleo de adsorbentes naturales, enzimas detoxificantes y
compuestos antioxidantes. Asimismo, practicas postcosecha como el secado
adecuado y el almacenamiento hermético han mostrado alta efectividad para
limitar la proliferacion de hongos y la acumulacion de toxinas. De manera
complementaria, tecnologias avanzadas de clasificacion Optica e imagen
hiperespectral se estan posicionando como herramientas prometedoras para la
deteccidn rapida y la segregacién de granos contaminados (Muioz-Zavala et al.,
2025).

2.8.2. Implicaciones toxicoldgicas de las micotoxinas asociadas a
Fusarium

Las micotoxinas evaluadas en este estudio pertenecen a familias quimicas
distintas, con rutas biosintéticas y condiciones de produccién que dependen
fuertemente del ambiente. Las fumonisinas (FB) son metabolitos derivados de
policétidos y se describen como aminopolioles de cadena larga; su sintesis se
asocia principalmente a Fusarium verticillioides y especies cercanas, y suele
incrementarse cuando el hospedero presenta estrés, dafio por insectos o

condiciones que favorecen la colonizacion del grano (Desjardins, 2006).
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El deoxinivalenol (DON) pertenece al grupo de los tricotecenos, metabolitos de
naturaleza terpénica (sesquiterpenos), frecuentemente vinculados a especies del
complejo Fusarium sambucinum; su presencia suele relacionarse con ambientes
que favorecen el desarrollo del hongo en el grano, particularmente humedad y
temperatura adecuadas, y puede presentarse aun cuando los sintomas externos

no sean evidentes (Desjardins, 2006).

La zearalenona (ZEA) es una lactona del tipo resorcyclic acid lactone, producida
por diversas especies de Fusarium; se asocia a la contaminacion de cereales
bajo condiciones predisponentes similares, y su relevancia sanitaria radica en su
actividad estrogénica. (Zinedine et al., 2007; EFSA, 2016).

En conjunto, la formacion y acumulacion de micotoxinas en maiz responde a una
interaccion compleja entre el genotipo del hongo, el microambiente del grano
durante las etapas de llenado y maduracion, las practicas de manejo agronémico
y las condiciones poscosecha, lo que explica la distribucion heterogénea y la
presencia de valores extremos observados en estudios de campo. (Daou et al.,
2021; Blandino et al., 2008; Bryta et al., 2022).

2.8.3. Biosintesis de fumonisinas

La capacidad de sintetizar fumonisinas depende de la presencia de una serie de
genes, agrupados en una regién de 46 kpb en el cromosoma 1 de F. verticillioides
y que forman el locus FUM (Proctor et al., 2006; Seo et al., 2001). Los genes
codifican las enzimas involucradas en la sintesis de las micotoxinas y de otras

proteinas que median la secrecidn y la resistencia a las mismas.

El analisis de la secuencia de los productos de los genes del locus FUM permitid
predecir las funciones de estos ultimos. También facilité el disefio de
experimentos para comprobar dichas funciones mediante el analisis funcional y
la generacion de cepas con mutacion en alguno de los genes (Du et al., 2008).
Estas ultimas se sintetizan a partir de unidades de acetato para formar un
policétido lineal dimetilado, que se condensa con el aminoacido L-alanina,

seguido de hasta cinco reacciones de oxigenacion y dos esterificaciones. El
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primer paso es catalizado por una policétido sintasa (PKS), codificada por el gen
FUM1 (Figura 11).
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Figura 11. Biosintesis de fumonisinas.

A. Estructura genémicadel locus FUM en el cromosoma 1 de F. verticillioides. B. Ruta biosintética
de las fumonisinas. Se indican los pasos en los que participan los productos de los genes del
locus FUM. Tomado de (De la Torre et al., 2013).

Se trata de una enzima modular que tiene varios dominios cataliticos: -cetoacil
sintasa, aciltransferasa y proteina acarreadora de acilos, responsables de la
extension de la cadena del policétido (Huffman et al., 2010). Hacia abajo del gen
FUM1 se ubican otros genes que codifican enzimas participantes en la sintesis
de fumonisinas. El producto del gen FUM8 es una aminotranferasa que acarrea
el grupo amino de la alanina al policétido de 18 carbonos, por medio de la
condensacion descarboxilativa. Después ocurren oxidaciones en las posiciones
C-14 y C-15, posiblemente por la accion del producto del gen FUM6 (Uhlig et al.,
2012). El intermediario 3-ceto se reduce a un grupo hidroxilo por una reductasa
codificada por el gen FUM1 (Butchko et al., 2003; J. Wang et al., 2010).
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Los productos de los genes FUM7, FUM10, FUM11 y FUM14 participan en la
esterificacion de los &cidos tricarboxilicos. Es probable que estos ultimos
provengan de derivados del acido citrico, como el acido aconitico, pero aun no
se demuestra de manera concluyente (Blackwell et al., 1996; Huffman et al.,
2010). El gen FUM11 determina un transportador de tricarboxilatos, mismo que
podria estar involucrado en la transferencia de sustratos a través de los diferentes
compartimentos celulares (Bojja et al., 2004). Ademas de los genes estructurales,
en el locus FUM se hallan los genes FUM19 y FUM21. El primero codifica un
transportador del tipo ABC, que podria actuar en la excrecion de la toxina para
evitar su acumulaciéon en la célula del hongo (Stergiopoulos et al., 2002). El
producto de FUM21 es un factor de transcripcion del tipo Zn (I1)-2Cys6, regulador
de la expresion de los genes estructurales del locus. En la naturaleza sobreviven
cepas de F. verticillioides incapaces de sintetizar fumonisinas porque tienen una
mutacion en el gen FUM1 o, bien, carecen del locus FUM (Glenn et al., 2008).
También ocurren mutaciones en otros genes del locus, como aquellos que
codifican las oxigenasas responsables de la hidroxilacion en C-10 y C-5 del
esqueleto; lo anterior provoca que no produzcan FB1 y, entonces, acumulan FB2
y FB3 (Proctor et al., 2006).

2.8.4. Regulacion de la biosintesis de fumonisinas

La produccién de fumonisinas por distintas cepas de F. verticillioides es muy
variable y los rangos pueden abarcar hasta tres ordenes de magnitud, aun
cuando las cepas crezcan bajo las mismas condiciones en un sustrato natural,
como maiz, o en un medio de cultivo de composicién definida. Factores
ambientales, por ejemplo, pH, disponibilidad de agua y nutrientes, también
regulan la sintesis de fumonisinas. Asimismo, hay genes fuera del locus FUM que
participan, a distintos niveles, en las vias de sefializacion que conducen a la
expresion de los genes del locus FUM y a la generacion de fumonisinas (Figura
12) (Picot et al., 2010; Sagaram et al., 2006).
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Figura 12. Regulacién de la sintesis de fumonisinas.

La figuraresume los reguladores positivos y negativos de la expresion de los genes FUM vy la
sintesis de fumonisinas e indica su posible localizacion en la célula. Las flechas continuas indican
un efecto positivo mientras que las lineas truncadas un efecto negativo. Las lineas y flechas
discontinuas indican una via que no se ha caracterizado completamente. Tomado de (De la Torre
et al., 2013).

2.8.5. Influencia de las condiciones ambientales y nutricionales

El pH influye en la sintesis de fumonisinas; hay una marcada produccién de la
toxina en pH &cido (4.5), en contraste con el pH alcalino, mayor a 8. La proteina
Pac1 de F. verticillioides tiene una alta identidad global con otros homologos de
hongos que poseen funciones de activacion transcripcional en respuesta al pH
ambiental. El gen PAC1 actua como represor de la sintesis de fumonisina, pues
la mutante en éste produce mas toxina que la cepa silvestre, tanto en granos de
maiz como en un medio sintético amortiguado a pH acido (4.5). El gen FUM1 es
un blanco potencial de este regulador porque en la cepa mutante hay niveles

mayores de él (Flaherty et al., 2003).

La fuente de nitrégeno constituye un factor nutricional que influye en la sintesis
de fumonisinas, ya que el amonio reprime la produccion de la toxina. La relacion
C:N también afecta la sintesis: si ésta es baja ocurre la supresion. Cuando F.
verticillioides crece en granos de maiz en estadios tempranos de desarrollo, con

bajo contenido de almidén, se da una pobre generaciéon de fumonisina (Bluhm y
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Woloshuk, 2005). EI gen AREA de F. verticillioides codifica la proteina que
contiene una region altamente conservada entre los reguladores del metabolismo
de nitrégeno y que incluye un dominio de union a la caja GATA en los promotores.
Las cepas de F. verticillioides con mutacién en el gen AREA producen menores
cantidades de la toxina, por lo que este gen es un regulador positivo de la sintesis
de fumonisina (Kim y Woloshuk, 2008). También el tipo de carbohidratos
presentes en los granos de maiz influye en la produccién de fumonisina. Por
ejemplo, la cantidad de esta toxina es muy baja en un medio de cultivo cuya unica
fuente de carbono es la amilosa. Sin embargo, aumenta de manera significativa
cuando el hongo crece en amilopectina o dextrina; esta ultima es producto de la
hidrolisis de la amilopectina. Del mismo modo, la transcripcion de los genes
FUM8 y FUM12 aumenta durante el desarrollo del grano, conforme se acumula
amilopectina y alcanza un maximo en el estado dentado (Bluhm y Woloshuk,
2005).

HXK1 es otro gen que participa en la percepcion de azucares y contribuye en la
regulacién de la sintesis de fumonisinas. Codifica una hexocinasa, enzima del
metabolismo primario que participa en el crecimiento, el desarrollo y la
patogénesis. La mutacion de HXK1 afecta el crecimiento del hongo en presencia
de varias fuentes de carbono como fructosa, glucosa, sacarosa o maltotriosa y
también ocurre la reduccion del 80% en la sintesis de la fumonisina B1 (Kim et al.,
2011).

El analisis de mutantes en el gen FST1, que codifica un transportador de
carbohidratos, también apoya el papel de los azucares en la sintesis de FB1. Las
cepas con mutacion en FST1 no se ven afectadas en el crecimiento ni en la
colonizacién del grano, pero si en la produccion de FB1 (Bluhm et al., 2008). Es
posible que la percepcion o toma de carbohidratos sea un factor que contribuya
en la biosintesis de la micotoxina. La expresion del gen FST1 se halla controlada
por el factor transcripcional Zfr1, que es un regulador positivo de la sintesis de
fumonisinas y entre sus blancos podrian estar incluidos los genes del locus FUM.
Las cepas mutantes del gen ZFR1 muestran crecimiento y desarrollo normal en

granos de maiz, pero menor nivel de fumonisina: apenas un 10% con respecto a
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la cepa silvestre (Flaherty y Woloshuk, 2004). Asimismo, el factor transcripcional
Sda1, requerido para el catabolismo del sorbitol, participa negativamente en la
regulacién de la sintesis de fumonisina. La cepa mutante en este gen produce
mayor cantidad de FB1 que la cepa silvestre y es incapaz de crecer en sorbitol
como unica fuente de carbono (Malapi-Wight et al., 2013).

Otro factor transcripcional que regula positivamente la sintesis de fumonisinas es
el producto del gen FUM21. Las cepas de F. verticillioides con mutacion en
FUM21 producen muy poca fumonisina y alcanzan niveles bajos del transcrito de
los genes FUM1 y FUMS, los que son esenciales para la sintesis de la micotoxina
((Brown et al., 2007). Fum21 podria unirse al promotor del gen FUM1 que tiene
sobrerrepresentada la secuencia CGGATA, donde la triada CGG es reconocida
por los factores transcripcionales del tipo Zn (11)-2Cys6. Asimismo, la mutacion
de esta secuencia cis en el promotor de FUM1 causa menor transcripcion del gen

cuando el hongo crece in planta o in vitro (Montis et al., 2013).

2.8.6. Limites superiores permisibles de micotoxinas en el consumo
humano y animal

Las micotoxinas producidas por hongos del género Fusarium constituyen
contaminantes naturales de alta relevancia en la inocuidad de los alimentos y los
piensos, particularmente en cereales y productos derivados. Entre las mas
estudiadas y reguladas se encuentran el deoxinivalenol (DON), la zearalenona
(ZEA) y las fumonisinas (FUM B, y B;), cuya elevada frecuencia de ocurrencia,
estabilidad durante el almacenamiento y el procesamiento, asi como sus efectos
adversos sobre la salud humana y animal, ha sido ampliamente documentada en
la literatura cientifica (Placinta et al., 1999; Bennett y Klich, 2003; Bryden, 2012).
Ante la dificultad de eliminar estas toxinas una vez formadas, el establecimiento
de limites superiores permisibles se reconoce como la principal medida de control
sanitario (FAO/WHO, 2011; Eskola et al., 2020).

La definicion de limites maximos para micotoxinas se basa en evaluaciones de
riesgo que consideran la toxicidad especifica de cada compuesto, los niveles de

exposicion dietaria y los patrones de consumo de alimentos basicos en diferentes
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poblaciones (FAO/WHO, 2014; EFSA, 2017). En este contexto, organismos
internacionales como la Comision del Codex Alimentarius de la FAO/OMS y la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) han desarrollado
regulaciones y recomendaciones que establecen valores maximos permisibles
para DON, ZEA y FUM en alimentos destinados al consumo humano y en
piensos, diferenciando entre matrices alimentarias y especies animales, con el
objetivo de minimizar el riesgo toxicoldgico asociado a su ingestion cronica
(EFSA, 2018; FAO/WHO, 2019).

El deoxinivalenol ha recibido especial atencion en la literatura normativa debido
a su alta prevalencia en trigo, maiz, cebada y avena, asi como a su notable
resistencia a los tratamientos térmicos empleados durante el procesamiento de
alimentos (Pestka, 2010; Sobrova et al., 2010). De manera similar, la zearalenona
ha sido objeto de regulacién por sus efectos estrogénicos y su impacto
documentado sobre el sistema reproductor de animales de produccion,
particularmente en el cerdo, considerado una de las especies mas sensibles a la
micotoxina (Zinedine et al., 2007; EFSA, 2016). En el caso de las fumonisinas, la
literatura destaca que su importancia regulatoria radica no sélo en su toxicidad,
sino en las elevadas concentraciones que pueden alcanzarse en el maizy en el
consumo significativo de este cereal a nivel mundial, lo que justifica la definicion
de limites maximos especificos para este grupo de micotoxinas (Marasas, 2001;
Rheeder et al., 2002; EFSA, 2018).

La revision de documentos normativos evidencia diferencias relevantes entre
regiones en cuanto al alcance y especificidad de la regulacion de micotoxinas.
En particular, la Unién Europea y el Codex Alimentarius han establecido limites
maximos claramente definidos para DON, ZEA y FUN en una amplia variedad de
alimentos y piensos (Comision Europea, 2006; Reglamento (UE) 2023/915;
FAO/WHO, 2019). En contraste, la normatividad vigente en México se encuentra
limitada a ciertos productos y micotoxinas especificas, mientras que para otras
combinaciones micotoxina-matriz no se dispone de limites maximos explicitos en
la legislacion nacional, situacion que se resume en la Tabla 3 (COFEPRIS, 2002;
2008; 2010).
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La ausencia de limites maximos explicitos para determinadas combinaciones
micotoxina-matriz en México representa un reto significativo para la gestion del
riesgo sanitario, particularmente en cereales basicos como el maiz, cuyo
consumo es elevado, continuo y culturalmente central en la dieta de la poblacion.
Esta heterogeneidad regulatoria ha sido sefialada en la literatura como un
aspecto critico que puede dificultar la evaluacion integral de la exposicion y la
implementacion de estrategias de control efectivas en sistemas agroalimentarios
donde la contaminacion por micotoxinas es recurrente (FAO/WHO, 2014; Eskola
et al., 2020).

Tabla 3. Limites superiores permisibles de micotoxinas ocasionadas por Fusarium en el consumo humano

y animal en México (NOM), la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA)
y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA).

Limite superior pg/kg

Producto FUM B1 + B2 ZEA DON

NOM EFSA FDA EFSA FDA EFSA FDA

Todos los productos

destinados al 4000*  1000° 2000-4000"  100°  50-100" 1000° 1000’
consumo humano

Harina de maiz

nixtamalizado y masa  2000*  1000° 2000-4000"  75°  50-100" 750° 1000’
para tortillas

Todos los productos

destinados a la N/A®  20000° N/A® 250° N/A®  5000°  N/A®
avicultura

Cerdo N/A®  5000° N/A® 100° N/A®  900°  N/A®
Ganado N/A®  30000° N/A® 500° N/A®  5000° N/A®

1 NOM-188-SSA1-2002. 2 NOM-247-SSA1-2008; NMX-FF-034/1-SCFI1-2002. 3 NOM-243-
SSA1-2010. 4 Guia de la FDA para la industria. 5 No se dispuso de informacion especifica. 6
Reglamento (UE) 2023/915 y 2024/1022 para alimentos y Recomendacion 2006/576/CE para
piensos. 7 FAO Codex alimentarius
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CAPITULO lIl. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE
ESPECIES DE Fusarium spp. QUE AFECTA LA PRODUCCION DE MAIZ EN
EL BAJIO MEXICO

RESUMEN

La produccién de maiz en el Bajio mexicano se ve afectada por pudriciones de
mazorca, tallo, raiz y semilla causadas por especies del género Fusarium, un
grupo taxonémicamente complejo que requiere una identificacion precisa para un
manejo eficaz de la enfermedad. Este estudio tuvo como objetivo caracterizar
morfolégica y molecularmente las especies de Fusarium asociadas con sistemas
de produccion de maiz en el Bajio mexicano. Se recolectaron muestras de
semilla, grano, tallo y suelo de 25 hibridos comerciales de maiz en 14 municipios
de Guanajuato, Jalisco y Michoacan durante los ciclos 2023—2024. Se obtuvieron
90 aislamientos con morfologia compatible con Fusarium y se analizaron 20
aislamientos representativos mediante caracterizacion morfologica en PDA, CLA,
SNA y agar agua, e identificacidn molecular basada en la secuenciacién de los
genes TEF-1a y RPB2. El andlisis filogenético multilocus con secuencias
concatenadas permitio resolver seis especies pertenecientes a los complejos
Fusarium fujikuroi species complex (FFSC) y Fusarium graminearum species
complex (FGSC). Fusarium verticillioides fue la especie predominante y mostro
baja variabilidad genética intraespecifica en el analisis haplotipico del gen TEF-
1a. El enfoque combinado morfolégico y multilocus permitié una identificacion
confiable de las especies, y proporciona una base soélida para estudios
posteriores de epidemiologia, patogenicidad, potencial toxigénico y manejo
fitosanitario en la region.

Palabras clave: Fusarium spp., maiz, Bajio mexicano, caracterizacion
morfoldgica, identificacion molecular, TEF-1a, RPB2, analisis filogenético,

pudricion de mazorca.
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CHAPTER Ill. MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION
OF Fusarium spp. SPECIES AFFECTING MAIZE PRODUCTION IN THE
BAJIO MEXICO

ABSTRAC

Maize production in the Mexican Bajio region is affected by ear, stalk, root, and
seed rots caused by species of the genus Fusarium, a taxonomically complex
group that requires precise identification for effective disease management. The
objective of this study was to morphologically and molecularly characterize
Fusarium species associated with maize production systems in the Mexican
Bajio. Samples of seed, grain, stalk, and soil were collected from twenty-five
commercial maize hybrids across fourteen municipalities in Guanajuato, Jalisco,
and Michoacan during the 2023-2024 growing seasons. A total of 90 isolates with
morphology consistent with Fusarium were obtained, and twenty representative
isolates were selected for detailed analysis. Morphological characterization was
performed on PDA, CLA, SNA, and water agar, while molecular identification was
based on partial sequencing of the TEF-1a and RPB2 genes. Multilocus
phylogenetic analysis using concatenated sequences resolved six species
belonging to the Fusarium fujikuroi species complex (FFSC) and the Fusarium
graminearum species complex (FGSC). Fusarium verticillioides was the
predominant species and exhibited low levels of intraspecific genetic variation
based on haplotype analysis of the TEF-1a gene. The combined morphological
and multilocus approach enabled reliable species identification and provides a
solid foundation for future studies on epidemiology, pathogenicity, toxigenic
potential, and disease management in the region.

Key words: Fusarium spp., maize, Mexican Bajio, morphological
characterization, molecular identification, TEF-1a, RPB2, phylogenetic analysis,

ear rot
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3.1. Introduccién

La identificacion de especies de Fusarium es uno de los mayores retos en
micologia agricola debido a la elevada variabilidad morfolégica, fisioldgica y
cultural del género, asi como a su capacidad para colonizar multiples nichos y
hospederos (Chandra et al, 2011; Summerell, 2019). En el cultivo de maiz,
diversas especies causan pudriciones de semilla, raiz, tallo y mazorca, afectando
el establecimiento y rendimiento del cultivo (Briones-Reyes et al., 2015; Ejaz
etal., 2023). A lo largo del tiempo, esta variabilidad ha generado una historia
taxondmica compleja y dinamica, reflejada en la proliferacién de nombres y en
dificultades para establecer limites precisos entre especies (Leslie y Summerell,
2006; Nelson et al., 1983; Torres-Cruz et al., 2022).

Durante gran parte del siglo XX, la clasificacion del género se basé en caracteres
morfolégicos observados en cultivo. Trabajos como los de Wollenweber vy
Reinking (1935), Gerlach y Nirenberg (1982) y Nelson et al. (1983) aportaron las
primeras claves de identificacion. Sin embargo, el uso exclusivo de morfologia no
resolvié adecuadamente la delimitacion de especies debido al solapamiento de
caracteresy a la alta plasticidad fenotipica del género (Leslie y Summerell, 2006).
La incorporacion de los conceptos de especie bioldgica y, mas recientemente, de
especie filogenética permitio refinar los limites taxondmicos e integrar criterios
morfoldgicos, reproductivos y moleculares para definir especies (Leslie et al.,
2007; Torres-Cruz et al., 2022).

Con el desarrollo de la biologia molecular y el principio de “un hongo, un nombre”,
se consolidaron los complejos de especies basados en filogenias multilocus.
Entre estos, los de mayor relevancia agricola son el complejo Fusarium fujikuroi
(FFSC), F. graminearum (FGSC) y F. oxysporum (FOSC), ademas de los
complejos FSSC, FTSC y FIESC (Aoki et al., 2014; O’Donnell et al., 2010, 2022).
En el maiz del Bajio, especies como F. verticillioides, F. proliferatum, F.
subglutinans y F. temperatum, pertenecientes al FFSC, se han reportado de
forma recurrente en granos, tallos y semillas (Gallardo-Reyes et al., 2006; Leyva-

Madrigal et al., 2015; Solérzano-Sol6rzano et al., 2024).
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A pesar de los avances moleculares, la caracterizacion morfolégica continua
siendo un pilar del diagnéstico inicial de Fusarium. En laboratorio, el medio PDA
permite evaluar caracteristicas culturales como color, pigmentacién y velocidad
de crecimiento (Nelson et al., 1983; Tapia y Amaro, 2014). El medio CLA favorece
la formacion de macroconidios y microconidios, esenciales para evaluar fialides,
septos y morfologia conidial (Castro Lopez'* et al., 2018; Leslie y Summerell,
2006). ElI medio SNA promueve la observacion de microconidios, cadenas y
falsas cabezas, ademas de estructuras como mesoconidios y clamidosporas
(Leslie y Summerell, 2006; Uribe-Cortés et al., 2020; DGSV-CNRF, 2020).

Sin embargo, el solapamiento morfolégico entre especies estrechamente
relacionadas y la alta variabilidad intraespecifica limitan la resolucion de la
identificacion basada unicamente en morfologia (Aoki et al., 2014). Por ello, la
caracterizacion molecular se ha convertido en una herramienta esencial para
confirmar identidades taxondémicas y resolver relaciones filogenéticas. Entre los
marcadores mas utilizados destacan TEF1 y RPB2, los cuales presentan alto
poder discriminatorio y estan ampliamente representados en bases de datos
(Crous et al., 2021; Fallahi, et al., 2021; Shan et al., 2017; Torres-Cruz et al.,
2022). TEF1 es especialmente util en el complejo FFSC, mientras que RPB2
mejora la separacion entre especies estrechamente relacionadas (Cao, et al.,
2021; Solérzano-Solérzano et al., 2024). La identificacion preliminar mediante
BLAST debe interpretarse con cautela debido a secuencias mal anotadas, por lo
gue se recomienda el uso de bases de datos especializadas como FUSARIUM-
ID v3.0 (Torres-Cruz et al., 2022).

A nivel mundial, Fusarium esta distribuido en regiones templadas y tropicales,
afectando maiz en todas las etapas del cultivo (Backhouse y Burgues, 2002; Ejaz
et al., 2023). En México, diversas especies han sido documentadas en maiz,
destacando F. verticillioides como una de las mas frecuentes y ampliamente
distribuidas, con capacidad para colonizar semillas, raices, tallos y mazorcas,
incluso de forma asintomatica (Briones-Reyes et al., 2015; Leyva-Madrigal et al.,
2015; Uribe-Cortés et al., 2020; Zacamo-Velazquez et al., 2022).
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En este contexto, la integracion de la caracterizaciéon morfolégica mediante PDA,

CLA y SNA, junto con la identificacion molecular basada en TEF1 y RPB2,

constituye el enfoque mas robusto para determinar la identidad de Fusarium spp.

asociados al maiz del Bajio.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Zona de estudio

El estudio se realizdé en la region del Bajio mexicano, especificamente en 14

municipios, zonas productoras de maiz blanco subtropical. Se trabaj6é con 25

hibridos comerciales provenientes de diversas instituciones y casas semilleras,

durante los ciclos agricolas 2023-2024. La regién fue agrupada de la siguiente

forma:

Guanajuato presenta un clima calido a templado subhumedo con lluvias
en verano. De acuerdo con registros climatolégicos recientes, la
temperatura media anual se situa entre 18 y 20 °C, la precipitacién media
anual es de aproximadamente 600-700 mm y la humedad relativa media
anual oscila entre 50 y 60 %, con valores que pueden superar el 70-80 %
durante la temporada de lluvias (INEGI, 2022; CONAGUA, 2023) (Figura
13).

Jalisco presenta un clima templado a semicalido subhumedo con lluvias
en verano. En esta zona, la temperatura media anual se situa alrededor
de 18-20 °C y la precipitacion media anual varia aproximadamente entre
800 y 1000 mm, con maximos de lluvia durante los meses de julio y agosto.
La humedad relativa media anual se mantiene entre 55 y 65 %, con
incrementos que pueden superar 75-85 % durante la temporada de lluvias
(INEGI, 2022; Gobierno de Jalisco, 2023) (Figura 14).

Michoacan, la region sur del Bajio presenta un clima templado a
subtropical subhumedo, con lluvias concentradas principalmente en

verano. La temperatura media anual se situa entre 16 y 20 °C, y la
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precipitacion media anual varia aproximadamente entre 1000 y 1 250 mm,
alcanzando sus maximos en los meses de julio y agosto. La humedad
relativa media anual oscila entre 60 y 70 %, con incrementos que pueden
superar 80-90 % durante la temporada de lluvias (INEGI, 2022;
CONAGUA, 2023) (Figura 15).
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Figura 13. Localizacion de los municipios muestreados en el estado de Guanajuato.

Region de El Bajio. Se muestran las cinco localidades incluidas en el estudio (Celaya,
Cortazar, Santa Cruz de Juventino Rosas, Valle de Santiago y Villagran), asi como su
posicion geografica dentro del estado y del pais.
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Figura 14. Localizacién de los municipios muestreados en el estado de Jalisco.

Region del Bajio. Se muestran las localidades incluidas en el estudio (Acatic, Juanacatlan, Lagos
de Moreno, San Juan de los Lagos, Tepatitlan de Morelos y Zapopan), asi como su posicion
geografica dentro del estado y del territorio nacional.
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Region del Bajio. Se muestran las localidades incluidas en el estudio (Copandaro, Maravatio y
Zamora), asi como su posicion geografica dentro del estado y del territorio nacional.

La primera fase consistid en establecer los hibridos en campo, mientras que las
semillas del mismo origen fueron trasladadas al laboratorio para realizar una
identificacion preliminar de los patdégenos presentes. La segunda fase se
desarrollé durante la cosecha y consistio en la colectaron granos, tallo y suelo de

cada localidad.

3.2.2. Determinacion del tamafo de muestra

El tamafno de muestra se definié aplicando la ecuacion para poblaciones finitas
con un nivel de confianza del 95 % (Z=1.96), una proporcion esperada p=0.5y
un error maximo permisible del 13 %. Esta metodologia permite estimar el
numero minimo necesario de unidades experimentales para obtener resultados

estadisticamente representativa (Sharma et al., 2020).

NZ%pq

n=——-— ——
Ne? + Z?pq
donde N es el tamafio de la poblacion, e el error de estimacion, y Z el valor critico

de la distribucion normal para el nivel de confianza seleccionado.

Con base en esta estimacion, y para estandarizar el trabajo entre localidades, se
fij6 operativamente un tamafo de muestra de 48 unidades por matriz (semilla y

grano), distribuidas en dos repeticiones de 24 unidades cada una.

Para tallos, el muestreo fue dirigido (purposive sampling), recorriendo los surcos
e identificando plantas con signos y sintomas compatibles con Fusarium, tales
como decoloracion vascular, lesiones en nudos e internudos, acame, presencia
de micelio blanquecino-rosado y necrosis cortical (Pérez-Vicente et al., 2010). El
tamafno de muestra se definié con base en la estimacién de una proporcion

(incidencia de tallos sintomaticos), utilizando la expresion:

_Z*p(1-p)
- E2

0
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donde Z es el valor critico de la distribucion normal para el nivel de confianza
seleccionado, p la proporcion esperada y E el error maximo permitido. Se empled
un nivel de confianza del 95 % (Z = 1.96), una proporcién esperada p = 0.5y un
error maximo E = 0.20. Bajo estos supuestos, el tamafo minimo requerido fue de
24 tallos; por tanto, para estandarizar el trabajo entre hibridos y localidades, se

decidié muestrear 25 tallos por hibrido.

Para las muestras de suelo, en cada sitio de siembra se colect6 a 0-10 cm de
profundidad una muestra compuesta de aproximadamente 2 kg, integrada por 25
submuestras tomadas en 5 puntos “cinco de oros”, con el fin de preservar la
heterogeneidad microbiana (Silvestro et al., 2013). Las muestras se almacenaron
en bolsas Ziploc selladas y etiquetadas para su envio al CIMMYT en Texcoco,
Estado de México, y posteriormente se secaron a temperatura ambiente. Los
terrones se desintegraron con un martillo de goma y el material se tamizé a través
de una malla de 0.2 cm?. Finalmente, las muestras se conservaron a 4 °C para

analisis posteriores.

3.2.3. Aislamiento y purificacion

Para aislar y determinar la incidencia de Fusarium en semilla y grano se empled
una modificacion del método de camara humeda y congelacién descrito por
Neergaard (1977) y estandarizado por el CIMMYT. Se evaluaron dos
tratamientos con dos repeticiones cada uno, utilizando 48 semillas por
tratamiento. En el primer tratamiento, las semillas no se desinfestaron y solo se
hidrataron en agua destilada estéril durante 10 minutos. En el segundo
tratamiento, las semillas se desinfestaron en una solucién de hipoclorito de sodio
al 3 % y etanol al 10 % durante 10 minutos, con tres enjuagues posteriores en
agua destilada estéril. Las semillas se colocaron en placas de 48 pozos o
camaras humedas con papel filtro estéril humedecido con 1 mL de agua destilada
y se mantuvieron a temperatura ambiente por 3 dias. Posteriormente, se
sometieron a congelaciéon a -10 °C por 24 horas y fueron reincubadas a
temperaturaambiente durante 15 dias. Las colonias desarrolladas se examinaron
microscopicamente y se seleccionaron aquellas con caracteristicas compatibles

con Fusarium.
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Para el aislamiento a partir de tallos, se realizaron cortes longitudinales,
extrayéndose pequefias porciones de tejido dafiado y se colocaron en placas con
medio Papa Dextrosa Agar (PDA, 40 gL™), incubandolas a temperatura ambiente
por 3 dias. Las colonias con morfologia compatible con Fusarium se

seleccionaron y se transfirieron a nuevo medio de cultivo para su purificacion.

En el caso de suelo, se tom6 una submuestra de 10 g, la cual se mezcl6 con 50
mL de agua destilada estéril y se agitdé durante 20 minutos. Del sobrenadante se
inocularon tres placas de Petri con medio KERR (NaNO3 200 mg; KCI 0.5 g;
FeS0O4 0.01 g; extracto de levadura 0.5 g; KH2PO4 1.0 g; MgS0O4-7H20 0.5 g;
sacarosa 30.0 g; agar 15.0 g; agua 1000 ml; Rosa de Bengala 60 mg; quintozeno
(PCNB) 100 mg; estreptomicina 50 mg), utilizando volumenes de 100 uL, 300 pL
y 500 uL. Las placas se incubaron a 28 °C % 1, en oscuridad, durante 3 dias;
posteriormente se seleccionaron colonias individuales y se transfirieron a medio

agar 5/2, incubandolas por 7 dias a 28 °C + 1 con un fotoperiodo de 12 horas luz.

Purificacion mediante cultivos monosporicos

Las cepas preliminarmente seleccionadas se purificaron mediante la técnica de
cultivos monospoaricos. Para ello, se colocé micelio de cada aislamiento en tubos
tipo Eppendorf de 2 mL, se afiadié agua destilada estéril y se agité con un Mini
Vortex (VWR, EE. UU.). El contenido se distribuyd sobre placas con agua-agar
(18 gL™), permitiendo su reposo durante 10 segundos antes de retirar el exceso.
Las placas se mantuvieron a temperatura ambiente (22-24 °C) durante 24 horas.
Los conidios germinados individualmente se transfirieron a nuevas placas con
PDA (40 gL™) y se incubaron durante 7 dias bajo luz blanca constante,

obteniéndose cultivos monospéricos puros.

3.2.4. Extraccion de acido nucleicos

Para la caracterizacion molecular se realiz6 la extraccion de DNA utilizando el
método CTAB al 2 % propuesto por Doyle y Doyle (1990). El procedimiento
empled nitrégeno liquido, amortiguador de extraccion con CTAB, cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1), isopropanol frio, ARNasa (10 mg-mL™), etanol al 70 %

y solucion TE (pH 8.0). El amortiguador de extraccidén se prepar6 adicionando 2-
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mercaptoetanol hasta alcanzar una concentracion final de 0.2 %. Se distribuyeron
600 L del amortiguador en tubos de 1.5 mL y se incubaron a 65 °C. El micelio y
los conidios de las cepas cultivadas en medio PDA durante 7 dias
(aproximadamente 10 g) se molieron en un mortero con nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino, el cual se transfirid6 a los microtubos con amortiguador
precalentado. La mezcla se incubé nuevamente a 65 °C durante 20 minutos y
posteriormente se centrifugd a 21,000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante
se transfirié a un nuevo microtubo, se adicionaron 4 yL de ARNasa y se incubo
durante 20 minutos a temperatura ambiente o a 37 °C. Luego se agregaron 600
ML de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se agité por 2 minutos y se centrifugé
a 15,000 x g durante 5 minutos para separar la fase acuosa. Esta fase se
transfirid a otro microtubo y se adicionaron 500-600 pL de isopropanol frio,
mezclando por inversion para favorecer la precipitacion del DNA, manteniéndose
posteriormente a -20 °C durante 20-30 minutos. Después, se centrifugd a 15,000
x g por 5 minutos, se decant6 el sobrenadante y la pastilla obtenida se escurrio
sobre una toalla sanita. El pellet se secé en un termobloque a 40 °C durante
aproximadamente 15 minutos vy, finalmente, se resuspendié en 30-50 uL de

solucién TE, almacenandose a 4 °C hasta su uso.

La concentracién de ADN se cuantificé mediante espectrofotometria usando un
NanoDrop Lite UV-Vis (Thermo Scientific®, EUA), por otra lado, la calidad se
comprobd al verificar que los valores de las relaciones 260/280 y 230/260 fueran

cercanos a 2. El ADN gendmico se almaceno a -20°C para su uso posterior.

3.2.5. Identificacion molecular de los aislados

Para la identificacion molecular, los iniciadores utilizados para la amplificacion de
la region ITS del ADN ribosémico fueron: ITS-4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS-5 (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGG-3") (White et al, 1990). Para Ila
amplificacion del gen del factor de elongacién 1-apha (EF-1a) fueron: TEF EF1-
728F (5°- CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3) 'y TEF 986R (5
TACTTGAAGGAACCCTTACC3") (Carbone y Kohn, 1999). Asimismo, para la

amplificacion del gen que codifica la subunidad mayor de la ARN polimerasa Il
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(RPB2a) se utilizaron los iniciadores RPB2 5f2 (5°-
GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3’) y RPB2 7cr (5'-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3") (Liu et al., 1999).

La mezcla de reaccion para PCR se prepar6 de acuerdo con las
recomendaciones del manual de la enzima Platinum® Taq polimerasa en un
volumen final de 25 pl conteniendo, 17.65 ul de agua, 0.75 uL de Cloruro de
magnesio (0,2 mM), 2.5 ul de buffer, 0.5 yl de DNTPs, 0.5 ul de cada iniciador
(20 pmol), 2.5 ul de DNA y 0.1 pL de la enzima Taq (1 x) DNA polimerasa.

Las amplificaciones con los iniciadores I1TS-4 e ITS-5 se realizaron bajo un ciclo
inicial de desnaturalizacion a 95°C por 5 min, seguido de 29 ciclos de
desnaturalizacién a 95°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 1 min y extension
final a 72°C por 1 min, con una extension final a 72°C por 12 min. Para los
indicadores TEF EF1-728F y TEF 986R las condiciones incluyeron una
desnaturalizacion a 95°C por 3 min, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a
95°C por 30 s, alineamiento a 54°C por 30 s y extensién a 72°C por 1 min, con
una extension final a 72°C por 10 min. En el caso de los iniciadores RPB2 5f2 y
RPB2 7cr se empled una desnaturalizacion a 95°C por 3 min, seguida de 35 ciclos
de desnaturalizacién a 95°C por 30 s, alineamiento a 57°C por 30 s y extensién

final a 72°C por 1 min, con una extension final a 72°C por 10 min.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador QlAamplifier
96 (QUIAGEN). La amplificacion de los fragmentos se verificO mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1.8% preparado con bufer 1x TAE (Tris
Acetate-EDTA) y corrido a 87 V durante 1 h, utilizando un marcador de peso
molecular de 1Kb (Thermo Scientific®). Se confirmd la amplificacion de
fragmentos de = 600 pb para el caso de ITS; = 300-360 pb para EF1-a y de = 800
pb para RBP2. Los geles se tifieron con bromuro de etidio (3 mg L™), y se
visualizaron bajo luz ultravioleta en un transiluminador M-26X mediante un
sistema de documentacion GelDoc-It™ 300 (UVP, EE. UU.). Posteriormente, los
productos amplificados fueron purificados al vacio con placas de filtracion
MultiScreen-PCR,, (Millipore).
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Los productos de la PCR purificados se enviaron a Macrogen Inc. (Corea) para
su secuenciacion mediante el método Sanger, en ambas direcciones. Las
secuencias de nucleétidos obtenidas se ensamblaron y editaron utilizando el
programa BioEdit version 7.0.5, con el fin de generar las secuencias consenso.
Dichas secuencias fueron comparadas con aquellas depositadas en las bases de
datos especializadas Fusarium MLTS (O Donell et al 2010) y Fusarium 1D v.3.0
(Torres-Cruz et al., 2022), desarrolladas por el Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA) y la Universidad de Pensilvania, respectivamente.
Finalmente, las secuencias consenso generadas en este estudio se depositaron
en la base de datos GenBank del National Center for Biotechnlogy Information

(NCBI), y los numeros de acceso correspondientes se indican en los resultados.

3.2.6. Analisis filogenético y diversidad haplotipica

Para analizar la diversidad filogenética de las especies de Fusarium asociadas a
la pudricion de mazorca, se secuenciaron las regiones correspondientes al factor
de elongacion 1-alfa (TEF-1a) y a la segunda subunidad mayor de la ARN
polimerasa Il (RPB2), las cuales han demostrado un alto poder discriminatorio a

nivel intra e interespecifico dentro del género Fusarium (O’Donnell et al., 2013).

Las secuencias obtenidas fueron editadas manualmente en el programa BioEdit,
donde se realizo el recorte de las regiones terminales de baja calidad, con el fin
de eliminar posiciones ambiguas y mejorar la confiabilidad del alineamiento.
Posteriormente, las secuencias depuradas de cada marcador fueron alineadas
de manera independiente utilizando el algoritmo MUSCLE, implementado en el
programa MEGA (Edgar, 2004; Kumar et al., 2018).

Una vez verificada la congruencia entre los alineamientos individuales, las

secuencias de TEF-1a y RPB2 fueron concatenadas para el analisis filogenético

conjunto, conservando la estructura codificante y los huecos (gaps) generados

por inserciones y deleciones, los cuales fueron tratados como datos faltantes.

Las relaciones filogenéticas fueron inferidas mediante el método de maxima
verosimilitud (ML) utilizando el programa PhyML, implementado en la plataforma

NGPhylogeny.fr (Guindon et al., 2010; Lemoine et al., 2019). Se empled el
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modelo general de tiempo reversible (GTR) para la sustitucién de nucledétidos,
incorporando la heterogeneidad de tasas entre sitios mediante una distribucién
gamma discreta con cuatro categorias, cuyos parametros fueron estimados a
partir de los datos. La busqueda de la topologia del arbol se realizé mediante el
algoritmo de poda y regrafia de subarboles (SPR), optimizando simultaneamente
la topologia del arbol, las longitudes de rama y los parametros del modelo. El
soporte estadistico de los nodos fue estimado mediante el método bayesiano
aproximado (aBayes), el cual ha sido propuesto como una alternativa eficiente y
confiable para la evaluacion del soporte nodal en analisis filogenéticos de gran

tamano (Lemoine et al., 2018).

Con el fin de evaluar la diversidad genética intraespecifica de Fusarium
verticillioides, se realizé un analisis de haplotipos utilizando el programa PopART
(Population Analysis with Reticulate Trees) (Leigh y Bryant, 2015). Para este
analisis se empled el alineamiento del marcador TEF-1a, correspondiente
unicamente a los aislados identificados con F. verticillioides. La red haplotipica
fue construida mediante el algoritmo de median-joining, el cual es ampliamente
utilizado para inferir relaciones genealdgicas entre haplotipos en estudios de
diversidad genética poblacional (Bandelt et al., 1999). Este enfoque permite
identificar haplotipos compartidos y haplotipos unicos, asi como visualizar las
relaciones mutacionales entre ellos. El tamafio de los nodos en la red fue
proporcional al numero de aislados por haplotipo, y las conexiones entre nodos

representaron pasos mutacionales.

3.2.7. Caracterizacién morfolégica y cultural
Para la caracterizacion morfolégica y cultural, se utilizaron como referencias
principales el Manual de Leslie y Summerell (2006) y el Manual de Laboratorio

de Ensayos para Semillas de Maiz y Trigo del CIMMYT.

Los cultivos puros de Fusarium se inocularon en medio PDA artesanal preparado
con 250 g de papa, 20 g de dextrosay 20 g de agar por litro, incubandolos a 20
°C bajo luz blanca continua durante 10 dias para evaluar posteriormente el color

del micelio en ambas caras. Para la obtencion de macro y microconidios, cada
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aislamiento se cultivd en medio CLA (agar con hoja de clavel), elaborado con 18
g de agar por litro e incorporando diez fragmentos de hoja antes de la
solidificacién; las placas se mantuvieron a 22-24 °C bajo luz blanca durante 25
dias y posteriormente se realizaron montajes permanentes. Para favorecer la
formacion de microconidios en cadenas, los aislados se cultivaron en medio SNA,
preparado con KH,PO, (1 g), KNO; (1 g), MgSO,-7H,O (0.5 g), KCI (0.5 g),
glucosa (0.2 g), sacarosa (0.2 g), agar (20 g) y agua destilada (1000 mL); sobre
el agar solidificado se colocaron uno o dos fragmentos estériles de papel filtro de
aproximadamente 1 cm?, manteniéndose las placas selladas a 22-24 °C bajo luz
negra durante 10 dias para posteriormente examinar microscépicamente el
micelio aéreo y las estructuras diagnodsticas. Finalmente, para promover la
formacién de clamidosporas, cada aislamiento se inoculé en medio Agua-Agar
(18 gL™) y se incubo a 22-24 °C con luz blanca por 14 dias, tras lo cual se
realizaron montajes permanentes y se registraron imagenes digitales mediante el

sistema Motic Image Plus 3.0.

3.2.8. Pruebas de patogenicidad

Para corroborar la patogenicidad de los aislados del complejo de especies de
Fusarium asociados a la pudricibn de mazorca en El Bajio mexicano, se
realizaron inoculaciones en campo siguiendo un disefio de bloques completos al
azar con tres repeticiones y un tamafno de muestra de 10 plantas por aislamiento,
de acuerdo con metodologias ampliamente utilizadas en la evaluacién de la
pudricién de mazorca en maiz (Reid et al., 1996; Munkvold y Desjardins, 1997).
Estudios recientes continuan empleando disefios similares para validar la
agresividad de Fusarium en mazorcas bajo condiciones de campo (Zacamo-
Velazquez et al., 2023; Singh y Kaur, 2025). Las suspensiones de conidios se
obtuvieron a partir de cultivos monosporicos incubados en PDA durante 7 dias y
se ajustaron a una concentracion final de 5 x 10° esporas mL™, similar a lo
recomendado para pruebas de patogenicidad en Fusarium spp. (Afolabi et al.,
2007; Sampietro et al., 2010) y acorde con protocolos recientes de inoculacién
controlada (Araujo et al., 2022).
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Las inoculaciones se realizaron siete dias después de la floracion (R1), etapa
critica para la infeccion natural y artificial del patégeno (Munkvold, 2003; Abbas
et al., 2006). Investigaciones recientes confirman que la etapa R1 es el periodo
mas susceptible para la infeccion experimental por Fusarium en maiz (Solérzano-
Soldérzano et al., 2024; Singh y Kaur, 2025). Se inyectaron 5 pyL de la suspension
de esporas en el centro de la mazorca mediante el método de inyeccién
modificada descrito para la evaluacion de resistencia a pudricién (Reid et al.,
1996), técnica que continua siendo ampliamente utilizada en estudios
contemporaneos por su efectividad en producir infecciones reproducibles (Araujo
et al., 2022; Zacamo-Velazquez et al., 2023). Tras la inoculacion, las mazorcas
se cubrieron con bolsas de papel para mantener humedad y favorecer el
establecimiento de la infeccion, practica documentada como necesaria para
incrementar la incidencia bajo condiciones de campo (Afolabi et al., 2007;
Mesterhazy et al., 2012; Singh & Kaur, 2025).

Las evaluaciones se realizaron periédicamente durante las siguientes tres
semanas, registrando sintomas tipicos de infeccidbn por Fusarium, como
decoloracion de granos, micelio blanquecino-rosado, pudricion interna y
reduccion del llenado (Sampietro et al., 2010; Bacon & Hinton, 1996).
Investigaciones modernas destacan estos mismos signos como indicadores
diagndsticos de las pudriciones de mazorca asociadas al complejo Fusarium spp.
(Wang et al., 2021; Zacamo-Velazquez et al., 2023; Solérzano-Solérzano et al.,
2024).
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Identificacion molecular

Se obtuvieron 90 aislados con morfologia compatible con Fusarium, provenientes
de semilla (33%), suelo (28%), grano (22%) y tallo (17%), a partir de las muestra
colectadas en 16 localidades durante los ciclos de cultivo 2023 y 2024 en los tres
estados que conforman El Bajio mexicano. Con base en su representatividad por
tipo de crecimiento colonial y localidad de origen, 21 aislados fueron

seleccionados para los analisis moleculares (Figura 16).

Mediante la amplificacion parcial y el analisis de secuencias de los genes factor
de elongacién 1-alfa (TEF-1a) y segunda subunidad mayor de la ARN polimerasa
Il (RPB2), y considerando los valores mas altos de identidad y cobertura
obtenidos de las bases de datos Fusarium MLTS (O Donell et al 2010) y Fusarium
ID v.3.0 (Torres-Cruz et al., 2022), fue posible identificar los 20 asilados a nivel

de especie.

De los 21 aislados analizados, 20 presentaron valores de cobertura iguales o
superiores al 299% e identidades 298%, lo que permitié su identificacion confiable
a nivel de especie (Tabla 4). En contraste, el aislado 20, proveniente de grano,
mostro una cobertura considerablemente baja (39%) y una identidad de 86.94%
por lo que no cumplié con los criterios establecidos para los analisis posteriores.
La concordancia entre ambos marcadores permitio identificar con certeza los 20
aislados finales incluidos en este estudio. Las secuencias consenso
correspondientes a los genes TEF-1a y RPB2 fueron depositadas en la base de
datos GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI), y los

numeros de acceso se presentan en la tabla 5.

62



Aislamiento Anverso Reverso Matriz de origen Aislamiento Anverso Reverso Matriz de origen

. Semilla 1" Suelo
‘ Semilla 12 Suelo
@ Semilla 13 Suelo
Semilla 14 Grano

Semilla 15 Tallo

Tallo 16 Tallo

Tallo 17 Grano

Grano 18 Grano

Grano 19 Suelo

Suelo 20 Grano

21 Grano

Figura 16. Aspecto macroscopico (anversoy reverso) de los 21 alslamlentos seleccionados de

Fusarium.
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Obtenidos a partir de diferentes matrices de origen y asociados a la pudricion de mazorca de
maiz en la region del Bajio mexicano.

Tabla 4. Identificacion molecular de especies de Fusarium asociadas a la pudricién de mazorca
en maiz en El Bajio mexicano mediante analisis BLAST de secuencias, segun la matrizde origen

del aislamiento.

ID interno D Matriz de Cobertura Error Identidad
Origen (%) (%)
15 Fusarium andiyazi Tallo 99 3.00E-126 100
21 Fusarium boothii Grano 100 1.00E-144 100
20 Fusarium boothii Grano 39 2.00E-81 86.94
16 Fusarium boothii Tallo 100 9.00E-139 100
13 Fusarium sudanense Suelo 100 2.00E-140 100
14 Fusarium subglutinans Grano 100 3E-1266 100
2 Fusarium subglutinans Semilla 100 7.00E-127 100
6 Fusarium subglutinans Tallo 100 3.00E-139 100
7 Fusarium subglutinans Tallo 100 2.00E-133 100
9 Fusarium temperatum Grano 100 7.00E-134 100
4 Fusarium temperatum Semilla 100 1.00E-124 98.14
8 Fusarium verticillioides Grano 100 3.00E-138 99.65
17 Fusarium verticillioides Grano 100 2.00E-134 100
18 Fusarium verticillioides Grano 100 6.00E-128 100
1 Fusarium verticillioides Semilla 100 7.00E-134 100
3 Fusarium verticillioides Semilla 100 2.00E-134 100
5 Fusarium verticillioides Semilla 100 2.00E-134 100
10 Fusarium verticillioides Suelo 100 6.00E-141 100
11 Fusarium verticillioides Suelo 100 2.00E-141 100
12 Fusarium verticillioides Suelo 100 8.00E-133 99.63
19 Fusarium verticillioides Suelo 100 6.00E-135 100

Nota: La identificacion molecular se realiz6 mediante andlisis BLAST de secuencias nucleotidicas,
comparadas con registros de referencia en bases de datos publicas. Se muestra el ID interno del
aislamiento, la especie asignada, la matriz de origen del aislamiento, el porcentaje de cobertura de la
alineacion, el valor de significancia estadistica (E-value) y el porcentaje de identidad. Las asignaciones
taxondmicas se consideraron confiables cuando la cobertura fue 299 % vy la identidad 298 %.

La exclusion del aislado 20 se justifica en la literatura como una practica
necesaria para evitar asignaciones taxonémicas erroneas, particularmente en el
género Fusarium, donde especies filogenéticamente cercanas pueden mostrar
similitudes parciales cuando las secuencias presentan baja cobertura o
fragmentacion. En este sentido, valores de cobertura inferiores al 90% y de
identidad menores al 97% se consideran insuficientes para una identificacion
robusta a nivel de especie, aun cuando los valores de significancia estadistica

(E-value) sean bajos. Por ello, la eliminacién de este aislado fortalece la
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confiabilidad del analisis molecular y de las inferencias derivadas de los

resultados filogenéticos (O’'Donnell et al., 2015; Torres-Cruz et al., 2022).

Tabla 5. Numeros de acceso GenBank de las secuencias consenso de los genes TEF-1ay RPB2
de aislados de Fusarium obtenidos en el Bajio mexicano.

ID interno Especie Matriz de Nidmero de acceso
Origen GenBanK
TEF-1a RPB2
15 Fusarium andiyazi Tallo PX894862 PX894882
21 Fusarium boothii Grano PX894867 PX894887
16 Fusarium boothii Tallo PX894863 PX894883
13 Fusarium sudanense Suelo PX894860 PX894880
14 Fusarium subglutinans Grano PX894861 PX894881
2 Fusarium subglutinans Semilla PX894849 PX894869
6 Fusarium subglutinans Tallo PX894853 PX894873
7 Fusarium subglutinans Tallo PX894854 PX894874
9 Fusarium temperatum Grano PX894856 PX894876
4 Fusarium temperatum Semilla PX894851 PX894871
8 Fusarium verticillioides Grano PX894855 PX894875
17 Fusarium verticillioides Grano PX894864 PX894884
18 Fusarium verticillioides Grano PX894865 PX894885
1 Fusarium verticillioides Semilla PX894848 PX894868
3 Fusarium verticillioides Semilla PX894850 PX894870
5 Fusarium verticillioides Semilla PX894852 PX894872
10 Fusarium verticillioides Suelo PX894857 PX894877
11 Fusarium verticillioides Suelo PX894858 PX894878
12 Fusarium verticillioides Suelo PX894859 PX894879
19 Fusarium verticillioides Suelo PX894866 PX894886

Nota: Numeros de acceso en GenBank de las secuencias obtenidas para los genes TEF-1a
(factor de elongacion 1-alfa) y RPB2 (subunidad Il de la ARN polimerasa), correspondientes a
los aislamientos de Fusarium identificados en este estudio. Se indica el ID interno del
aislamiento, la especie asignada y la matriz de origen. Las secuencias fueron utilizadas para
la confirmacién taxonémica y los andlisis filogenéticos.

A nivel de la regién de El Bajio mexicano se detecté la presencia de seis especies
de Fusarium, las cuales se agruparon en dos complejos taxondémicos. El
complejo Fusarium fujikuroi (FFSC) estuvo representado por F. andiyazi (n=5%),
F. sudanense (n=5%), F. subglutinans (n=20%), F. temperatum (n=10%), y F.
verticillioides (n=50%). Por su parte, el complejo Fusarium graminearum (FGSC)
incluyé a F. boothii (n=10%). La distribucion de los aislados dentro de estos
complejos y especies de muestra en la figura 17 (Leslie y Summerell, 2006;
O’Donnell et al., 2010).
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Si bien inicialmente se obtuvieron 90 asilados con morfologia compatible con
Fusarium y con trazabilidad completa de su origen y matriz, unicamente 20
aislados fueron seleccionados para su caracterizacion, con base en criterios de
representatividad por matriz y localidad. Esta seleccion respondio principalmente
a limitaciones de recursos para la secuenciacion de la totalidad de los aislados,
lo que impidid realizar un analisis molecular exhaustivo de la distribucién de
especies a nivel estatal y regional para la totalidad de las cepas recuperadas
(O’Donnell et al., 2022).

Figura 17. Distribucion de frecuencias de las especies de Fusarium asociadas a la pudricion de
mazorca en el Bajio mexicano.
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La incidencia relativa de las especies identificadas mostré un claro predominio de
Fusarium verticillioides, que represent6 aproximadamente el 50 % del total de los
aislados. Este patron concuerda con estudios realizados en el Bajio mexicano,
particularmente en el estado de Guanajuato, donde F. verticillioides ha sido
reportado de manera consistente como la especie dominante asociada a grano,
tallo y pudricion de mazorca de maiz bajo condiciones de campo, formando parte
central del complejo Fusarium fujikuroi (Gallardo-Reyes et al., 2010). De manera
complementaria, investigaciones mas recientes en el centro-occidente de
México, incluyendo Jalisco, continuan documentando a F. verticillioides como una

de las especies mas frecuentes en maiz, tanto en sistemas de produccion
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comercial como en muestras de grano, lo que confirma su amplia adaptacion y
persistencia en los agroecosistemas maiceros de la regién (Zacamo-Velazquez
et al., 2022).

La distribucion de especies observada en este estudio concuerda con registros
previos de Fusarium asociados al cultivo de maiz en México. Diversos trabajos
han documentado la dominancia de Fusarium verticillioides como la especie mas
frecuente en grano, mazorca y tallo, tanto en regiones del centro y occidente del
pais como en El Bajio mexicano, donde se le reconoce como uno de los
principales patégenos asociados a la pudricion de mazorca y grano (Munkvold y
Desjardins, 1997; Desjardins et al., 2000; Gallardo-Reyes et al., 2006). De
manera similar F, subglutinans y F. temperatum, ambas pertenecientes al
complejo FFSC; han sido reportadas afectando maiz en el pais con frecuencias
variables, generalmente inferiores a las de F. verticillioides, pero con una
distribucién consistente en ambientes templados y subtropicales (Leslie y
Summerell, 2006; Torres-Cruz et al., 2022). La deteccion de F. boothii,
perteneciente al complejo FGSC, coincide con reportes que sefalan su presencia
en zonas productoras de maiz del centro y occidente de México, donde se ha
asociado principalmente a pudricion de mazorcay a la produccion de tricotecenos
(O’Donnell et al., 2010; Zhang et al., 2016).

La deteccion de Fusarium sudanense en este estudio merece una consideracion
particular. El primer reporte formal de este especie fue realizado por Larran, et al.
(2018), quienes la describieron como sapréfita asociada a la testa de las semillas
del cultivo de trigo. En contraste, en el presente trabajo F. sudanense fue aislado
a partir de muestras de suelo, lo que sugiere que esta especie puede formar parte
de la micobiota edafica del agroecosistema sin que necesariamente actie como
patdogeno bajo todas las condiciones. Estudios previos han sefalado que
especies del género Fusarium pueden comportarse como organismos saprofitos,
endofitos o patégenos facultativos, dependiendo de factores ambientales, del
hospedero y del estado nutrimental del sistema agricola (Leslie y Summerell,
2006; Summerell y Leslie, 2011).
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En este contexto, la presencia de F. sudanense en suelo podria estar relacionada
con condiciones ambientales especificas prevalentes durante el ciclo de cultivo,
asi como la disponibilidad de nutrimentos y el manejo agronédmico, mas que con
un proceso activo de infeccion. Adicionalmente, el calentamiento global ha sido
reconocido como un factor clave que influye en la distribucion, abundancia y el
comportamiento de especies del género Fusarium, al modificar las variables
como la temperatura, humedad y el nivel de estrés del hospedero. Estos cambios
ambientales favorecen la persistencia y el establecimiento de especies
previamente consideradas poco frecuentes o restringidas a ciertos hospederos,
ampliando su rango ecoldgico y su presencia en nuevos nichos (Patersony Lima,
2010; Medina et al., 2017).

La distribucion de especies de Fusarium segun la matriz de origen de los
aislamientos mostré que en semilla se identificaron F. subglutinans, F.
temperatum, y F. verticillioides; en tallo se aislaron F. andiyazi, F. boothii, y F.
subglutinans; en grano se detectaron F. boothii, F. subglutinans, F. temperatum
y F. verticillioides; mientras que en suelo se identificaron F. sudanense y F.

verticillioides (Figura 18).
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Figura 18. Esquema conceptual de la distribucién de especies de Fusarium asociadas a la

pudricion de mazorca de maiz.

A partir de los aislados obtenidos en el Bajio mexicano. *Esquema elaborado mediante
inteligencia artificial con fines ilustrativos

La distribucion de especies de Fusarium varié segun la matriz de origen (Tabla
6). En semilla, F. verticillioides fue predominante, con una incidencia del 60%,
mientras que F. subglutinans y F. temperatum se detectaron en menor
proporcion, 20% cada una. En tallo, F, subglutinans presenté la mayor incidencia
(50%), seguida de F. andiyazi y F. boothii, ambas con 25%. En grano, F.
verticillioides fue nuevamente la especie mas frecuente (50%), mientras que F.
boothii, F, temperatum y F. subglutinans mostraron incidencias iguales (16.7%).
En suelo, se observé un claro predominio de F. verticillioides (80%), con

presencia limitada de F. sudanense (20%).
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Tabla 6. Incidencia de Fusarium spp. segun la matriz de origen.

Matriz de origen Incidencia en de la

Especie Frecuencia (n) matriz de origen (%)
F. verticillioides 3 60
. F. subglutinans 1 20
Semilla F. temperatum 1 20
Total 5 100
F. subglutinans 2 50
F. andiyazi 1 25
Tallo F. boothii 1 25
Total 4 100
F. verticillioides 3 50
F. boothii 1 16.7
Grano F. temperatum 1 16.7
F. subglutinans 1 16.7
Total 6 100
F. verticillioides 4 80
Suelo F. sudanense 1 20
Total 5 100

Nota: Frecuencia absoluta (n) e incidencia relativa (%) de especies de Fusarium identificadas en
diferentes matrices de origen (semilla, tallo, grano y suelo). La incidencia se calculé como el
porcentaje de aislamientos de cada especie respecto al total de aislamientos recuperados por
matriz, de modo que la suma de incidencias por matriz corresponde al 100 %.

Esta distribucion evidencia la capacidad del género para colonizar distintos
comportamientos del sistema maiz-suelo, lo que refleja su versatilidad ecolégica
y su capacidad de adaptacion a diferentes nichos dentro del agroecosistema. La
presencia de especies comunes entre semilla, grano y tallo sugiere posibles rutas
de dispersion y persistencia a los largo del ciclo del cultivo, mientras su deteccion
en suelo resalta el papel de este reservorio como fuente potencial del inoculo.
Este patron, de distribucion constituye un elemento clave para comprender la
dinamica epidemiolégica de Fusarium en El Bajio mexicano y proporciona el
marco necesario para analizar, en los apartados siguientes, el potencial
patogénico y la capacidad del produccion de micotoxinas de las especies

identificadas.

A pesar de la existencia de registros previos de Fusarium en México, la mayoria

de los estudios se han basado predominantemente en la identificacion
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morfolégica o en el uso de un solo marcador molecular, lo que puede limitar la
resolucion taxonoémica dentro de complejos de especies filogenéticamente
cercanas. En este contexto, los resultados obtenidos en el presente estudio,
sustentados en el uso combinado de los marcadores TEF-1a y RPB2, aportan
evidencia robusta y confiable sobre la composicion especifica de Fusarium
asociada al maiz en El Bajio mexicano, fortaleciendo el conocimiento regional y
proporcionando una base sélida para la interpretacion posterior de los analisis
filogenéticos y de perfiles de micotoxinas asociadas a esta especies (O’'Donnell
et al., 2010; Torres-Cruz et al., 2022).

Esta composicion especifica constituyo la base para el andlisis filogenético y la

interpretacion posterior de variacion intraespecifica.

3.3.2. Andlisis filogenético y diversidad haplotipica

3.3.2.1. Filogenia

El analisis filogenético inferido mediante la maxima verosimilitud (ML) a partir de
secuencias concatenadas de los genes TEF-1a y RPB2 permitié resolver las
relaciones evolutivas entre los aislados de Fusarium asociados a la pudricion de
mazorca y las secuencias de referencias incluidas en el analisis (Figura 19). El
arbol fue enraizado utilizando las secuencias del género llyonectria como un
grupo externo (Outgroup), lo que permitié una correcta polarizaciéon de los clados.
Asimismo, se incorporaron secuencias de referencia de Fusarium graminearum
como taxa comparativos dentro del complejo Fusarium graminearum (FGSC),

junto con secuencias de referencia de Fusarium boothii.

La topologia obtenida mostré una clara separacion entre los complejos y
especies de Fusarium, agrupando los aislados de El Bajio mexicano de manera
congruente con su identificacion molecular. Dentro del complejo de especies
relacionadas con Fusarium graminearum (FGSC), tal como ha sido documentado
para otros taxones cercanamente relacionados (Aoki et al., 2014; O’'Donnell et
al., 2023). Se identifico el clado 1, integrado por aislados agrupados con
secuencias de referencia de Fusarium boothii, confirmando su pertenencia a esta

especie.
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Dentro del segundo complejo filogenético identificado, correspondiente al
complejo de especies Fusarium fujikuroi (FFSC), se agruparon las especies
restantes analizadas. En este contexto, el clado 2 corresponde a Fusarium
sudanense, donde los aislados se agruparon estrechamente con las secuencias
de referencia, evidenciando una relacion filogenética cercana entre ellos. De
manera similar, el clado 3 agrup6é aislados identificados como Fusarium
temperatum, mostrando una estructura consistente con la delimitacion de esta

especie dentro del género (Leslie y Summerell, 2006; O’Donnell et al., 2023).

El clado 4 incluy6 a los aislados asociados con Fusarium subglutinans, los cuales
se agruparon conjuntamente con secuencias de referencia, reflejando una clara
diferenciacion respecto de otros taxones filogenéticamente cercanos. Este patron
concuerda con estudios multilocus previos que han demostrado que F.
subglutinans constituye una entidad filogenética bien delimitada dentro del
complejo Fusarium fujikuroi, a pesar de compartir similitudes morfolégicas y
ecoldgicas con especies afines (Leslie y Summerell, 2006; O’Donnell et al.,
2022).

Por su parte, el clado 5 correspondié a Fusarium andiyazi, donde los aislados
analizados formaron un grupo bien definido y separado de los demas clados, en
concordancia con reportes que destacan la utilidad de los marcadores TEF-1a y
RPB2 para distinguir esta especie de otros miembros cercanos del complejo,
particularmente de F. verticillioides y F. subglutinans (Leslie et al., 2007;
O’Donnell et al., 2022).

Finalmente, el clado 6 estuvo conformado por aislados identificados como
Fusarium verticillioides, los cuales se agruparon con secuencias de referencia de
esta especie, constituyendo el clado con mayor numero de aislados. Esta
dominancia es consistente con lo reportado para sistemas productivos de maiz,
donde F. verticillioides es reconocida como la especie mas frecuente y
ampliamente distribuida del complejo Fusarium fujikuroi (Munkvold y Desjardins,
1997; Leslie y Summerell, 2006; O’'Donnell et al., 2022).
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La estructura interna observada en este clado sugiere la presencia de variacion
genética intraespecifica, un patron comunmente documentado en poblaciones de
F. verticillioides asociadas a maizy atribuido a su amplia distribucién geogréfica,
diversidad de nichos ecolégicos y capacidad de persistencia en diferentes
matrices del agroecosistema (Fallahi et al., 2021; Zhang et al., 2023). Esta

variacion fue explorada posteriormente mediante el analisis de haplotipos.

En conjunto, el arbol filogenético obtenido a partir de secuencias concatenadas
de los genes TEF-1a y RPB2 permitié confirmar de manera robusta la identidad
taxondmica de los aislados, asi como resolver adecuadamente las relaciones
entre especies filogenéticamente cercanas dentro del género Fusarium. El uso
de un enfoque multilocus concatenado ha sido ampliamente recomendado para
este género, debido a las limitaciones de la identificacion basada unicamente en
morfologia o en un solo marcador molecular, particularmente en complejos de
especies con alta cercania evolutiva (O’'Donnell et al., 2010; O’Donnell et al.,
2022; Torres-Cruz et al., 2022).

De esta manera, los resultados obtenidos proporcionan un marco filogenético
sélido para los analisis posteriores de soporte nodal y diversidad genética
intraespecifica, y respaldan la interpretacion integrada de los perfiles patogénicos

y micotoxigénicos de las especies identificadas.
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Figura 19. Arbol filogenético obtenido mediante el método de maxima verosimilitud (PhyML) a
partir de secuencias concatenadas de los genes TEF-1a y RPB2.

Mostrando la relacion filogenética de aislados de Fusarium asociados a maiz en El Bajio
mexicano. llyonectria destructans fue utilizada como grupo externo (outgroup). Los aislados se
agruparon en seis clados principales (Clados 1-6), correspondientes a especies de los complejos
Fusarium graminearum (FGSC) y Fusarium fujikuroi (FFSC). El soporte de los nodos fue estimado
mediante el método approximate likelihood-ratio test (aLRT, SH-like); los valores no se muestran
en la figura para facilitar la visualizacion. La escala representa sustituciones por sitio.

Dentro del complejo de especies de F. graminearum (FGSC), F. boothii se ubicé
como clado hermano de F. graminearum, mostrando una cercania filogenética
reflejada en longitudes de rama muy cortas (= 1072 sustituciones por sitio, Figura

20) y en elevados niveles de similitud de secuencia. Este patrén en consistente
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con una divergencia evolutiva reciente entre ambas especies dentro del
complejo, tal como ha sido documentado para otros taxones cercanamente
relacionados del FGSC (Aoki et al., 2014; O’Donnell et al., 2023). No obstante,
los aislados analizados y las secuencias de referencia formaron clados bien
delimitados y sin solapamiento, lo que confirma su identidad como especies
filogenéticas distintas, aun cuando mantienen una relacién evolutiva estrecha. La
inclusion de F. graminearum permitid corroborar que la separacion observada
entre ambas especies es un resultado de diferencias acumuladas en multiples
loci, respaldando la utilidad del analisis multilocus concatenado para la correcta

delimitacion de especies dentro del FGSC.

Escala delarbol: 0.1  p—v—ro [==== e Ilyonectria destructans 2 (RPB2 OR595994.1)

llyonectria destructans 3 (RPB2 OR593991.1) G:UPO
Ilyonectria destructans 1 (TEF-1a PV591896.1) exierno
Complejo Secuencias
s de referencia
Fusarium
Eranuneasm Fusarium boothii 2 (TEF-1a MZ695747.1; RPB2 M2695741.1)
(FGSC) Fusarium boothii 1 (TEF-1a MW233088.1; RPB2 MW233431.1)
Isol 21 Clado 1
Informacion del nodo Fusarium boothii 3 (TEF-1a PQ682662.1) 1

Aislamiento 21 ' /1sot18

Longitud de la rama: 1e-8

Figura 20. Arbol filogenético multilocus concatenado del complejo de especies Fusarium
graminearum (FGSC).

Incluye aislados analizados en este estudio y secuencias de referencia. Se muestran las
relaciones filogenéticas entre F. boothii y F. graminearum, asi como las longitudes de rama
expresadas en sustituciones por sitio. La barra de escala indica la distancia evolutiva.

En el complejo de especies de F. fujikuroi (FFSC), el arbol filogenético mostro
una clara separacion de las especies analizadas, incluyendo F. verticillioides, F.
subglutinans, F. andiyazi, F. temperatum y F. sudanense. Esta delimitacion
consistente entre clados refleja la alta resolucién filogenética previamente
descrita para este complejo, caracterizado por agrupar especies
filogenéticamente cercanas, pero genéticamente distinguibles (Leslie &
Summerell, 2006; Summerell, 2019; O’Donnell et al., 2022).
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Figura 21. Arbol filogenético multilocus concatenado del complejo de especies Fusarium fujikuroi
(FFSC).

Incluye aislados analizados en este estudio y secuencias de referencia. Los valores de soporte
nodal se indican en los nodos, destacando un valor de 0.97 en los clados principales. La escala
representa la distancia evolutiva expresada como sustituciones por sitio.

Dentro del FFSC, F. verticillioides formo6 un clado bien definido y claramente
separado del resto de las especies del complejo, a pesar de su reconocida
cercania filogenética con F. subglutinans y F. andiyazi (Figura 22). Esta
separacion ha sido atribuida a diferencias acumuladas en multiples regiones
genéticas, y respalda su estatus como especie filogenéticamente independiente,
aun dentro de un complejo caracterizado por alta similitud genética entre
especies (O’Donnell et al., 2022; O’Donnell et al., 2023). Este resultado es
particularmente relevante, dado que F. verticillioides es una de las especies mas

frecuentes y de mayor importancia fitosanitaria asociadas al maiz, con amplia
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distribucién geografica y elevada variabilidad genética (Fallahi et al., 2021; Zhang
et al., 2023).
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------------ Isol 15

[ ----------- Fusarium andiyazi 3 (TEF-1a MW689616.1)

e Fusarium andiyazi 2 (TEF-1a ON573225.1; RPB2 ON573227.1) Clado 5
------------ Fusarium andiyazi 1 (TEF-1a PP776555.1; RPB2 PP776559.1) 0.940

Informacion del nodo

17 hojas

Longitud de la rama: 0,00892976
Oreja: 0.981856

Clado 6

0.942

Figura 22. Filogenia evolutiva entre Fusarium verticillioides y F. andiyazi.

Se muestra la posicion de F. verticillioides en relacion con F. andiyazi; los valores de
soporte nodal se indican en los nodos (0.99). La escala representa la distancia evolutiva
expresada como sustituciones por sitio.

De manera similar, los aislados identificados como Fusarium subglutinans se
agruparon en un clado diferenciado dentro del complejo F. fujikuroi (FFSC), en
estrecha relacion filogenética con F. temperatum y F. sudanense (Figura 23).
Este patréon concuerda con estudios previos que han documentado la cercania
evolutiva entre estas especies mediante analisis multilocus, aun cuando
presentan diferencias genéticas suficientes para su delimitacion taxondmica
(Leyva-Madrigal et al., 2015; O’Donnell et al., 2022). La agrupacion observada
pone de manifiesto las limitaciones de la identificacion basada exclusivamente en
caracteres morfolégicos y resalta la necesidad de enfoques moleculares

integradores para la correcta delimitacion de especies dentro del FFSC.

La delimitacion de F. temperatum y F. sudanense dentro del FFSC evidencia la
utilidad de los marcadores empleados para resolver relaciones filogenéticas entre
especies estrechamente relacionadas, cuya identificacién ha sido histéricamente

compleja debido a la superposicion de rasgos morfolégicos. En ambos casos, los
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aislados se agruparon en clados monofiléticos bien definidos, con nodos internos
de soporte moderado y longitudes de rama cortas, lo que sugiere una divergencia
evolutiva relativamente reciente y la presencia de variacion genética
intraespecifica, un patron comun en especies cercanamente relacionadas dentro
de complejos filogenéticos (Leslie et al., 2007; O’Donnell et al., 2023). No
obstante, esta variacién interna no compromete la delimitacion taxonémica de las

especies, ya que la separacion entre clados se mantiene consistente.
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- Fusarium sudanense 2 (TEF-1a OP487074.1; RPB2 OP486644.1)

Clado 2

0.807

Informacion del nodo i Isol9
Fusarium temperatum 3 (TEF-1a MF163260.1)

16 hojas
) [ Isol 4 Clado 3
Longitud de la rama: 0.00906408 i Fusarium temperatum 2 (RPB2 OR532416.1) 0.999

Oreja: 0,755595 Fusarium temperatum 1 (TEF-1a JF740764; RPB2 JF740731)
Fusarium subglutinans 1 (TEF-1a AF160280; RPB2 AF160298)
Complejo t Isol 2
Fusarium Fusarium subglutinans 2 (TEF-1a KY498860.1; RPB2 KY498873.1)
fujikuroi Isol 14 Clado 4

0.999
(FFSC) | Isol7
I Fusarium subglutinans 3 (TEF-1a KR706383.1)

Isol 6

Figura 23. Filogenia evolutiva entre F. sudanense, F. temperatum y F. subglutinans.

Los valores de soporte nodal se indican en los nodos, destacando un valor de 0.75 en el nodo
que agrupa a estas especies. La escala representa la distancia evolutiva expresada como
sustituciones por sitio.

En conjunto, la estructura filogenética observada en ambos complejos (FGSC y
FFSC) confirma que los aislados de Fusarium asociados a la pudricién de
mazorca en El Bajio mexicano corresponden a linajes evolutivamente diferentes,
aun cuando coexisten en el mismo hospedero y regién geografica. Estos
resultados resaltan la importancia de emplear analisis filogenéticos multilocus
concatenados para la identificacion precisa de especies de Fusarium con
relevancia fitosanitaria y proporcionan un marco solido para la interpretacion de
la diversidad genética intraespecifica observada posteriormente en F.
verticillioides mediante el analisis de haplotipos (Fallahi et al., 2021; Zhang et al.,
2023).
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Soporte filogenético de los clados

El soporte estadistico de los clados identificados en el analisis filogenético fue
estimado mediante el approximate likelihood-ratio test (aLRT, SH-like)
implementado en PhyML, utilizando el alineamiento concatenado de los genes
TEF-1a y RPB2. Los valores obtenidos corresponden al soporte del nodal basal
que define cada clado y se resume en la tabla 7. En general, los clados
correspondientes a las especies del FFSC presentaron valores de soporte altos,

lo que indica una delimitacion filogenética robusta.

Los clados 3 y 4 mostraron los valores mas elevados (aLRT = 0.999), mientras
que los clados 5y 6 presentaron valores un poco mas bajos (aLRT =0.94 y 0.942,
respectivamente), respaldando la separacién consistente de estas especies
dentro del complejo FFSC. El clado 2 present6 un soporte moderadamente alto
(aLRT = 0.807), lo que sugiere una delimitacion confiable, aunque con menor

sefal filogenética relativa.

Dentro del FSSC, el clado 1 mostré un valor maximo de soporte (aLRT = 1),
confirmando una delimitacién clara incluso frente a especies filogenéticamente
cercanas. El grupo externo, llyonectria destructans, presento un valor de soporte
menor (aLRT = 0.531), lo cual es esperable dado su papel en el enraizamiento

del arbol.

En su conjunto, los valores de soporte obtenidos indican una alta confiabilidad
estadistica de los clados definidos y respalda la estructura filogenética inferida a
partir del analisis multilocus concatenado, en concordancia con lo reportado para
el uso de aLRT (SH-like) como medida eficiente de soporte nodal en analisis de

maxima verosimilitud (Anisimova et al., 2011; Lemoine et al., 2018).
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Tabla 7. Soporte filogenético (aLRT, SH-like) de los clados identificados mediante el analisis de
maxima verosimilitud (PhyML) a partir de secuencias concatenadas de TEF-1a y RPB2.

Soporte del nodo basal

Clado Complejo Especie (aLRT, SH-like)

Clado 1 F. graminearum (FGSC) Fusarium boothii 1

Clado 2 Fusarium sudanense 0.807
Clado 3 Fusarium temperatum 0.999
Clado 4 F. fujikuroi (FFSC) Fusarium subglutinans 0.999
Clado 5 Fusarium andiyazi 0.94
Clado 6 Fusarium verticillioides 0.942
Outgroup — Illyonectria destructans 0.531

Nota. Los valores corresponden al soporte del nodo basal que define cada clado, estimado mediante el método
approximate likelihood-ratio test (aLRT, SH-like) en PhyML.

Los valores de soporte obtenidos indican que la topologia del arbol filogenéticos
es estadisticamente robusta, particularmente para la delimitacion de especies del
complejo FFSC, caracterizado por una alta cercania evolutiva entre taxones. Los
valores moderadamente altos observados en algunos clados pueden asociarse
a procesos de divergencia evolutiva reciente o a la presencia de variacion
genética intraespecifica, sin comprometer la delimitacion taxonémica cuando se
interpretan en conjunto con la topologia del arbol y la congruencia cuando se

referencia.

3.3.2.2. Analisis de haplotipos de Fusarium verticillioides

El andlisis haplotipico del gen TEF-1a en los aislados de Fusarium verticillioides
reveld la presencia de dos haplotipos (Figura 24). El haplotipo H1 fue compartido
por la mayoria de los aislados analizados (n=9), lo que indica una alta
homogeneidad genética para este marcador dentro de la poblacion evaluada. En
contraste, el haplotipo H2 fue exclusivo del aislado 10, proveniente de suelo, y se

diferencio del haplotipo dominante por una unica mutacion.

La red haplotipica mostré una estructura simple, con ambos haplotipos
conectados por un solo paso mutacional, lo que sugiere una divergencia genética
minima entre los aislados de F. verticillioides incluidos en este estudio. Este

patrén es consistente con el caracter conservado del gen TEF-1a, ampliamente

utilizado para la identificacion y delimitacion de especies dentro del género
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Fusarium, y que generalmente presenta baja variabilidad intraespecifica
(O’Donnell et al., 2013; Uribe-Cortés et al., 2020).

La deteccion de un haplotipo exclusivo en un aislado proveniente de suelo podria
reflejar la presencia de variantes genéticas poco frecuentes en determinadas
matrices de aislamiento; sin embargo, debido a que este haplotipo estuvo
representado por un solo aislado, no es posible establecer asociaciones
concluyentes entre la variacion genética y el origen del aislamiento. En este
contexto, la predominancia de un haplotipo mayoritario sugiere que la poblacién
de F. verticillioides evaluada en El Bajio mexicano, presenta una estructura

genética relativamente uniforme para este marcador.

En conjunto, estos resultados confirman la utilidad del gen TEF-1a para evaluar
la variacion intraespecifica en Fusarium verticillioides; sin embargo, también
indican que la inclusién de marcadores adicionales podria aportar una resoluciéon
mas detallada de la diversidad genética poblacional, particularmente para
detectar linajes poco frecuentes o patrones de diferenciacién asociados al origen
del aislamiento, al hospedero o a condiciones ambientales especificas (Fallahi et
al., 2021; Zhang et al., 2023).

Isol 10

(1) Mutacion

Isol 1

Figura 24. Red haplotipica del gen TEF-1a para aislados de Fusarium verticillioides.

Obtenidos en El Bajio mexicano. Los circulos representan haplotipos Unicos y su tamafo es
proporcional al numero de aislados que los conforman. El haplotipo H1 (azul) fue compartido por
nueve aislados, mientras que el haplotipo H2 (naranja) fue exclusivo del aislado Isol 10,
proveniente de suelo. La linea que conecta ambos haplotipos indica una diferencia de una
mutacion entre ellos.
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3.3.3. Caracterizacion morfolégica y cultural

Con base en el Manual de Leslie y Summerell (2006) y el Manual de Laboratorio
de Ensayos para Semillas de Maiz y Trigo del CIMMYT, fue posible caracterizar
6 especies, pertenecientes a los complejo F. fujikuroi (FFSC) y complejo F.
sambucinum (FSSC).

Identificacion morfolégica y cultural de especies del complejo F. fujikuroi
(FFSC)

F. andiyazi Marasas, Rheeder, Lamperch, K. A. Zeller y J. F. Leslie. A los 8 dias
de incubacion en PDA, las colonias presentaron en el anverso un micelio de
aspecto pulverulento a flocoso, inicialmente blanco, que conforme avanzé el
crecimiento adquirié tonalidades rosa palido a violeta. En el reverso se observé
una pigmentacién rosa palido a violeta que se intensificd con el tiempo. En SNA
y CLA presentd microconidios hialinos, aceptados, de forma ovoide a clavada,
con dimensiones de 1-3 x 1um. No se detectaron macroconidios ni
clamidosporas, sin embargo, se registro la presencia de pseudoclamidosporas.
En conjunto, estas caracteristicas concuerdan con las descripciones
morfoldgicas reportadas para la especie por Leslie y Summerell (2006) (Figura
25).
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Figura 25. F. andiyazi. Colonia en PDA a los 8 dias de incubacion.

(A) anverso y (B) reverso. En SNA y CLA: (C) microconidios y (D) pseudoclamidosporas. Barra
de escala de 10pm.

F. subglutinans Wollenweber y Reinking, P. Nelson, Toussoun y Marasas. Tras
8 dias de incubacién en PDA, las colonias presentaron en el anverso un micelio
blanco algodonoso que, con el desarrollo de la colonia, evolucioné a color
salmon; en el reverso se observd una pigmentacion salmon que se intensificd con
el tiempo. En medios SNA y CLA se produjeron microconidios hialinos, aseptados
o un septo, con dimensiones promedio de 8.2 x 2.8um. No se observaron

macroconidios ni clamidosporas. Como caracteristicas diagnésticas destacaron
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la presencia de monofialides y polifialides con formacién de falsas cabezas. Estas
observaciones concuerdan con la descripciones reportadas para la especie por
Leslie y Summerell (2006) (Figura 26).

Figura 26. F. subglutinans. Colonia en PDA a los 8 dias de incubacién.

(A) anversoy (B) reverso. En SNA y CLA: (C) microconidios y (D) monofialides con falsa cabeza.
Barra de escala de 10um.

F. sudanense SA Ahmed, Al-Hatmi & de Hoog. Tras 8 dias de incubacién en
PDA, las colonias presentaron una textura afieltrada, con micelio firmemente
adherido al medio, inicialmente blanco y que con el transcurso del tiempo adquirio
tonalidades rosadas, tanto en anverso como en reverso. En los medio SNAy CLA

se observaron microconidios hialinos, unicelulares, de forma ovalada a clavada,
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con dimensiones de 3.3-12.6 x 3.6-4.8um dispuestos en cadenas cortas. Asi
mismo, se produjeron macroconidios hialinos, falcado, con 3 a 5 septos,
cuyas dimensiones oscilaron entre 22-53.5 x 2.4-4.3um, con base en forma de
pie y una célula apical corta y ahusada. Se registro la presencia de clamidosporas
intercalares, tanto aisladas como en forma de cadenas. Entre los rasgos
diagnostico destacaron la presencia de monofialides y polifialides, asi como la
formacién de cadenas cortas de microconidios. En conjunto, estas caracteristicas

concuerdan con lo reportado para la especie por Larran, et al. (2018) (Figura 27).
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Figura 27. F. sudanense. Colonia en PDA a los 8 dias de incubacion.

(A) Anverso de colonia en PDA a los 8 dias de incubacion, (B) Clamidosporas intercalares, (C)
Macroconidios y polifialides observados en CLA, y (D) Microconidios observados en SNA. Barra
de escala de 10pm.
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F. temperatum Scauflaire y F. Munaut. En PDA, las colonias desarrollaron
micelio escaso y finamente adherido al medio, de color blanco en etapas iniciales,
que con el tiempo evoluciond a tonalidades violetas, observandose ademas la
pigmentacion del medio con el mismo color. En los medios SNA y CLA se
observaron microconidios hialinos, aseptados o un 1 a 2 septos; los aseptados
presentaron formas elipsoidales a ovaladas, mientras que aquellos con septos
mostraron morfologia fusiforme, con dimensiones que oscilaron entre 3-27 x 0.9-
2.5um. Asi mismo, se produjeron macroconidios hialinos, falcados con cuatro a
cinco septos, cuyas dimensiones variaron de 42-55 x 3-5um. En conjunto, las
caracteristicas observadas concuerdan con lo descrito para la especie por
Scauflaire, et al. (2012) (Figura 28).
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Figura 28. F. temperatum. Colonia en PDA a los 8 dias de incubacion.

(A) Anverso, (B) Reverso. En SNA 'y CLA (C) Microconidios, y D. Macroconidios. Barra de escala
de 10pum.

F. verticillioides (Saccardo) Nirenberg. En medio PDA, las colonias presentaron
micelio blanco, de aspecto algodonoso a flocoso en el anverso, mientras que en
el reverso el medio se pigmento de color rosado, el cual se intensifico conforme
transcurre el tiempo. En los medios SNA y CLA se observo la presencia de
abundantes microconidios pequefnos, con dimensiones promedio de 8-10 x 2-

2.5um, No se presentaron macroconidios ni clamidosporas. El caracter definitivo

para su identificacion fue la presencia de largas cadenas de microconidios
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dispuestos en forma de “orejas de conejo”. En conjunto, estas caracteristicas

concuerdan con las reportadas por Leslie y Summerell (2006) (Figura 29).

Figura 29. F. verticillioides. Colonia en PDA a los 8 dias de incubacion.

(A) Anverso, (B) Reverso. En SNA y CLA (C) Microconidios, y D. Cadenas largas de
microconidios. Barra de escala de 10um.

Identificacion morfolégica y cultural de especies del complejo F.
graminearum (FGSC)
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F. boothii O'Donnell. En medio PDA, las colonias presentaron micelio aéreo
abundante, inicialmente blanco en el anverso, que con el transcurso del tiempo
adquiri6 tonalidades guinda-rojizas claras; en el anverso se observd una
pigmentacion rosa a guinda oscuro. En los medio SNA y CLA se presentaron
abundantes macroconidios hialinos, de forma falcada, con 4 a 7 septos y
dimensiones de 32.5-65.1 x 2-4pm, con célula basal en forma de pie y célula
apical estrecha. No se observdo la presencia de microconidios ni de

clamidosporas. Estas caracteristicas coinciden con las descritas por O’'Donnell et

al. (2004) para la especie (Figura 30).
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Figura 30. F. boothii Colonia en PDA a los 8 dias de incubacion.

(A) Anverso, (B) Reverso. En SNA y CLA (C y D) Macroconidios. Barra de escala de 10um.
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Con el propdsito de integrar y contrastar las principales caracteristicas

morfoldgicas y culturales observadas en las especies de Fusarium identificadas

molecularmente, se elaboré6 un cuadro comparativo que resume los rasgos

fenotipicos mas relevantes registrados en los distintos medios de cultivo (Tabla

8).

Tabla 8. Comparacién de caracteristicas morfoldgicas y culturales de especies de Fusarium
asociadas a la pudricion de mazorca en maiz.

Especie

Color en PDA

Microconidios Macroconidios

(CLA/SNA)

(CLA/SNA)

Clamidosporas

Rasgos distintivos

F. verticillioides

F. andiyazi

F. subglutinans

F. temperatum

Micelio
algodonoso
blanco a
rosado, agar
tefido de
rosado

Micelio flocoso
a pulverulento,
blanco, que
con el tiempo
adquiere
tonalidades
violeta o rosa
palido

Blanco a
salmon

Micelio escaso
y firmemente
adherido al
medio,
inicialmente
blanco y
posteriormente
violeta

Abundantes
microconidios
pequefos (8—
10 x 2-2.5
“m)s
dispuestos en
cadenas
largas,
principalmente
en SNA

Hialinos,
aseptados o
con un solo
septo, ovoides
a clavados, de
1-3 x 1 um

Microconidios
hialinos,
ovalados,
aseptados o
con un septo,
de 8.2x28
pm

Hialinos,
abundantes,
aseptados o
con 1-2
septos;
elipsoidales u
ovalados
cuando son
aseptados y
fusiformes
cuando
presentan
septos, de 3—
27 x 0.9-2.5
pm

No observados

No observados

No observados

Hialinos,
falcados, con
4-5 septos, de
42-55% 3-5 pm
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No observadas

No observadas

No observadas

No observadas

Cadenas largas de
microconidios en
forma de “orejas de
conejo”

Presencia de
pseudoclamidosporas

Monofialides y
polifialides con
formacion de falsas
cabezas

Presencia simultanea
de microconidios
septados y
macroconidios
falcados



Hialinos,
Unicelulares, falciformes a
ovalados a casi rectos, con

Micelio mayormente  3-5 septos, d Monofialid
afieltrado ayormente — SepIoS, G€ g intercalares, onotialides y
E. sudanen adherido al claviformes, de 22-53.5 x 2.4— aisladas o en polifialides; cadenas
- suaanense . 3.3-12.6 x 4.3 ym, con ° cortas de
medio, blanco B} . cadenas . -
3.64.8 ym, célula apical microconidios
a rosado ;
dispuestos en cortay
cadenas cortas ahusada y base
en forma de pie
Hialinos, Curvatura dorsal
Blanco aérea falcados, con pronunciada; célula
F. boothii abundante de No observados 4-7 septos, de No observadas apical estrecha y
blanco a rojizo 32.5-65.1 x célula basal en forma
2.04.0 ym de pie

Nota: Caracteristicas morfoldgicas y micromorfolégicas de especies de Fusarium aisladas de maiz,
observadas en medios de cultivo PDA (agar papa dextrosa), CLA (agar hoja de clavel) y SNA (agar nutritivo
sintético). Se describen el color y aspecto del micelio en PDA, la morfologia y dimensiones de microconidios
y macroconidios, la presencia o ausencia de clamidosporas, asi como los principales rasgos distintivos
utilizados para la identificacion a nivel de especie.

Discusién

La caracterizacion morfolégica y cultural de los aislados permitié describir y
contrastar los rasgos fenotipicos de las especies de Fusarium identificadas
mediante analisis moleculares, aportando evidencia complementaria para su
correcta delimitacion taxondmica. La asignacion de los aislados a los complejos
Fusarium fujikuroi species complex (FFSC) y Fusarium graminearum species
complex (FGSC) fue congruente con los criterios taxondmicos clasicos
establecidos por Leslie y Summerell (2006), particularmente en lo referente a la
morfologia de colonia, tipo de conidiogénesis y presencia o ausencia de

estructuras diagnésticas.

En el complejo FFSC, las especies identificadas (F. verticillioides, F.
subglutinans, F. temperatum, F. andiyazi y F. sudanense) presentaron patrones
morfolégicos acordes con las descripciones originales y revisiones taxondémicas
posteriores. No obstante, tal como ha sido documentado ampliamente, este
complejo agrupa especies filogenéticamente cercanas que exhiben una elevada

plasticidad fenotipica, lo que puede generar solapamiento de caracteres
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morfolégicos, especialmente en condiciones de cultivo similares (Leslie y
Summerell, 2006; O’Donnell et al., 2015; Summerell, 2019). Esta plasticidad
explica por qué caracteres como el color de colonia, la textura micelial o la
abundancia relativa de microconidios pueden variar entre aislados de la misma

especie o incluso coincidir entre especies distintas del complejo.

En este contexto, los caracteres culturales y microscopicos observados en
medios PDA, SNA y CLA resultan utiles para la descripcion fenotipica de los
aislados y para una identificacion preliminar, pero son insuficientes de manera
aislada para una asignacién especifica concluyente dentro del FFSC. Esta
limitacion ha sido sefalada en multiples estudios, donde se destaca que la
identificacion basada exclusivamente en morfologia puede conducir a errores
taxonomicos, particularmente en complejos cripticos como F. verticillioides—F.

subglutinans—F. andiyazi (O’'Donnell et al., 2015; Torres-Cruz et al., 2022).

La coherencia observada entre los rasgos morfologicos descritos y la identidad
molecular de los aislados respalda la correcta asignaciéon taxonomica de las
especies analizadas y confirma la importancia de un enfoque integrativo en
estudios del género Fusarium. En este sentido, la morfologia continua siendo una
herramienta valiosa para la comparacion de aislados y la deteccion de variacion
fenotipica, pero debe interpretarse siempre a la luz de evidencia molecular
multilocus, especialmente cuando se trabaja con complejos de especies

filogenéticamente cercanas (O’Donnell et al., 2015; Summerell, 2019).

En el complejo Fusarium graminearum species complex (FGSC), la identificacion
de F. boothii estuvo respaldada por la presencia de macroconidios falcados, la
ausencia de microconidios y el patron de pigmentacion observado en PDA,
caracteres que han sido descritos como consistentes y diagnésticos para esta
especie (Starkey et al., 2007; O’Donnell et al., 2010). A diferencia del FFSC, el
FGSC presenta una menor ambigiedad morfolégica entre especies, lo que
permite una correspondencia mas directa entre caracteres fenotipicos y
delimitacion molecular, particularmente cuando se consideran estructuras

conidiogénicas y morfologia de macroconidios.
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En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la caracterizacion
morfoldgica y cultural sigue siendo un componente fundamental en la taxonomia
aplicada de Fusarium, pero refuerzan que su mayor valor radica en su integracion
con herramientas moleculares. Este enfoque combinado resulta especialmente
relevante en estudios regionales como el presente, donde la coexistencia de
multiples especies dentro del mismo hospedero y agroecosistema puede
enmascarar la diversidad real del patégeno si se emplea un unico criterio de
identificacion.

3.3.4. Pruebas de patogenicidad

Los resultados obtenidos en las pruebas de patogenicidad confirmaron que los
aislados de Fusarium identificados en este estudio son capaces de inducir
sintomas tipicos de pudricidon de mazorca en maiz bajo condiciones de campo
experimental. La manifestacion de signos visibles de infeccién, tales como la
presencia de micelio, decoloracion de granos, pudricion interna de la mazorca y
alteraciones en el llenado y maduracion del grano, concuerda con lo reportado
en estudios previos que emplean inoculaciones artificiales para validar la
patogenicidad de Fusarium spp. asociadas al maiz (Reid et al., 1996; Munkvold
& Desjardins, 1997; Zacamo-Velazquez et al., 2023).

La evaluacion tuvo un enfoque confirmatorio y cualitativo, registrandose
unicamente la presencia o ausencia de sintomas en las mazorcas inoculadas, sin
realizar comparaciones de severidad o agresividad entre especies o tratamientos.
Bajo estas condiciones, los sintomas observados fueron, en términos generales,
similares entre las distintas especies inoculadas. No obstante, los aislados
identificados como Fusarium boothii se distinguieron visualmente por la presencia
de micelio con tonalidades rojizas en los tejidos infectados, rasgo que permitid
diferenciar esta especie respecto a las demas bajo las condiciones del ensayo
(Figura 31).
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Figura 31. Sintomatologia de pudricién de mazorca causa por las seis especies de Fusarium en
maiz tras pruebas de patogenicidad.

(A) Testigo inoculado con agua destilada estéril, sin evidencia de crecimiento micelial,
(B) F. andiyazi

(C) F. subglutinans

(D) F. sudanense.

(E) F. temperatum,

(F) F. verticillioides y

(G) F. boothii

Con el fin de corroborar la relacion causal entre los aislados inoculados y los
sintomas observados, se realizo el reaislamiento a partir de tejido sintomatico,
recuperandose nuevamente fFusarium con caracteristicas morfologicas
consistentes con el inéculo utilizado. Este procedimiento permitié confirmar la
asociacion directa entre el patégeno inoculado y la enfermedad observada,
cumpliendo con los postulados clasicos de patogenicidad bajo condiciones

experimentales controladas.

Este tipo de aproximaciéon ha sido ampliamente utilizada en estudios cuyo
objetivo principal es establecer la asociacion causal entre especies de Fusarium
y la pudricion de mazorca, particularmente cuando se trabaja con multiples

especies pertenecientes a complejos taxondmicos cercanos y con sintomatologia
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similar (Mesterhazy et al., 2012; Araujo et al., 2022). La consistencia en la
aparicion de sintomas entre repeticiones, asi como la ausencia de enfermedad
en los controles, refuerza la confiabilidad de los resultados obtenidos. En
conjunto, las pruebas realizadas confirman la patogenicidad de los aislados
evaluados y respaldan su papel como agentes causales de la pudricion de

mazorca en maiz en la region del Bajio mexicano.

3.4. CONCLUSIONES
En la region de El Bajio mexicano se confirmo la presencia de seis especies de
Fusarium asociadas a la pudricibn de mazorca en maiz blanco subtropical,
pertenecientes a los complejos Fusarium fujikuroi (F. verticillioides, F.
subglutinans, F. temperatum, F. andiyazi y F. sudanense) y Fusarium
graminearum species complex (F. boothii). Esta diversidad refleja la complejidad
del patosistema Fusarium—maiz en la region y la coexistencia de especies

filogenéticamente cercanas dentro de un mismo agroecosistema.

El uso combinado de los marcadores moleculares TEF-1a y RPB2, junto con el
analisis filogenético multilocus concatenado, permiti6 una identificacion
taxondmica robusta y confiable de los aislados evaluados, resolviendo
adecuadamente la delimitacion de especies dentro de complejos taxondmicos
caracterizados por alta cercania evolutiva. La exclusion de secuencias con baja
cobertura e identidad fortalecio la confiabilidad del analisis y evité asignaciones

erréneas a nivel de especie.

El andlisis filogenético confirmé que los aislados de Fusarium asociados al maiz
en El Bajio mexicano corresponden a linajes evolutivamente diferenciados, con
altos valores de soporte estadistico en los clados definidos. En Fusarium
verticillioides, la presencia de dos haplotipos del gen TEF-1a, con predominio de
un haplotipo mayoritario, indica una estructura genética relativamente
homogénea para este marcador, con evidencia limitada de variacion

intraespecifica en la poblacion evaluada.
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La distribucion de las especies de Fusarium varié de acuerdo con la matriz de
origen (semilla, tallo, grano y suelo), evidenciando la capacidad del género para
colonizar multiples componentes del sistema maiz—suelo. La deteccién de
especies compartidas entre 6rganos del cultivo sugiere posibles rutas de
persistencia y dispersion a lo largo del ciclo del cultivo, mientras que la presencia

de Fusarium en el suelo resalta su papel como reservorio potencial de inéculo.

La caracterizaciéon morfoldgica y cultural de los aislados fue congruente con su
identidad molecular y permitié describir los principales rasgos fenotipicos de las
especies identificadas. No obstante, los resultados confirmaron que,
particularmente dentro del complejo Fusarium fujikuroi (FFSC), la plasticidad
fenotipica y el solapamiento de caracteres limitan la identificacion basada
exclusivamente en morfologia, resaltando la necesidad de enfoques integrativos

que combinen evidencia morfolégica y molecular.

Las pruebas de patogenicidad demostraron que los aislados de Fusarium
evaluados son capaces de inducir sintomas tipicos de pudricion de mazorca en
maiz bajo condiciones de campo experimental. El reaislamiento del patégeno a
partir de tejido sintomatico confirmé la relacién causal entre el indculo y la
enfermedad, respaldando el papel de estas especies como agentes asociados a

la pudricion de mazorca en El Bajio mexicano.

En conjunto, los resultados de este capitulo confirman que la pudricion de
mazorca en El Bajio mexicano esta asociada a un complejo diverso de especies
de Fusarium con diferencias taxondmicas, filogenéticas y ecoldgicas, pero con
capacidad patogénica comprobada. Estos hallazgos proporcionan una base
sélida para la interpretacién posterior del potencial toxigénico de las especies
identificadas y para el disefio de estrategias de diagnodstico y manejo fitosanitario

adaptadas a las condiciones regionales.
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CAPITULO IV. PERFILES DE MICOTOXINAS DE Fusarium spp. EN MAiZ
COLECTADO EN CAMPO E INOCULACIONES CONTROLADAS EN EL
BAJIO, MEXICO

RESUMEN

Las micotoxinas producidas por Fusarium spp. representan un riesgo relevante
para la inocuidad y el valor comercial del maiz en México. El objetivo de este
capitulo fue detectar y cuantificar las fumonisinas presentes en grano de 25
hibridos de maiz blanco subtropical establecidos en catorce sitios de siembra de
El Bajio, México, y evaluar su variacion entre localidades, asi como integrar este
analisis con la deteccion de zearalenonas (ZEA), deoxinivalenol (DON) y
fumonisinas (FUN), y con el potencial toxigénico de especies de Fusarium
mediante inoculaciones en ensayos controlados. Se analizaron 34 muestras de
grano, correspondientes a muestras compuestas de campo y a grano obtenido
de inoculaciones por especie, mediante ensayos inmunocromatograficos
cuantitativos (Reveal Q+). Bajo condiciones de campo, las fumonisinas
presentaron una marcada variacion espacial y una alta frecuencia de valores no
detectables, lo que indica que su acumulacion depende de combinaciones
ambientales especificas durante las etapas fenolégicas R1-R6. En contraste, las
inoculaciones en ensayos controlados evidenciaron un  potencial
fumonisinigénico latente en varias especies, destacando Fusarium sudanense y
F. verticillioides como los principales productores. Los analisis estadisticos
confirmaron diferencias significativas entre localidades y entre especies para las
micotoxinas evaluadas. En conjunto, los resultados demuestran que la
contaminacion por micotoxinas en grano de maiz en El Bajio es el resultado de
la interaccion entre el potencial toxigénico intrinseco de Fusarium spp. y las
condiciones ambientales locales, lo que resalta la necesidad de estrategias de
monitoreo regionalizadas y preventivas.

Palabras clave: Fusarium spp., maiz, micotoxinas, fumonisinas, deoxinivalenol,
zearalenona, Bajio mexicano
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CHAPTER V. Fusarium spp. MYCOTOXIN PROFILES IN MAIZE BY GRAIN
SAMPLING AND CONTROLLED INOCULATIONS IN THE BAJIiO, MEXICO

ABSTRAC

Mycotoxins produced by Fusarium spp. represent a significant risk to maize safety
and commercial value in Mexico. The objective of this chapter was to detect and
quantify fumonisins in grain from 25 subtropical white maize hybrids established
at fourteen planting sites in the El Bajio region of Mexico, and to evaluate their
variation among locations, as well as to integrate this analysis with the detection
of zearalenone (ZEA), deoxynivalenol (DON), and fumonisins (FUN), and with the
toxigenic potential of Fusarium species assessed through inoculations under
controlled experimental conditions. A total of 34 grain samples were analyzed,
including composite field samples and grain obtained from species-specific
inoculations, using quantitative immunochromatographic assays (Reveal Q+).
Under field conditions, fumonisins showed marked spatial variability and a high
frequency of non-detectable values, indicating that their accumulation depends
on specific environmental combinations during the R1-R6 phenological stages.
In contrast, inoculations under controlled conditions revealed a latent fumonisin-
producing potential in several species, with Fusarium sudanense and F.
verticillioides identified as the main producers. Statistical analyses confirmed
significant differences among locations and among species for the mycotoxins
evaluated. Overall, the results demonstrate that mycotoxin contamination in
maize grain in El Bajio results from the interaction between the intrinsic toxigenic
potential of Fusarium spp. and local environmental conditions, highlighting the
need for regionalized and preventive monitoring strategies.

Key words: Fusarium spp., maize, mycotoxins, fumonisins, deoxynivalenol,

zearalenone, Mexican Bajio.
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4.1. Introduccioén

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos producidos por diversos
hongos que pueden contaminar los granos de maiz durante el desarrollo del
cultivo o en el almacenamiento, afectando su calidad, inocuidad y valor comercial
(Bacon et al., 2008b; Coppock y M. Dziwenka, 2014). En paises de América
Latina como México, donde el maiz constituye la base alimentaria y forrajera, la
presencia de micotoxinas representa un riesgo significativo para la salud humana
y animal. Estas toxinas, al ingresar a la cadena alimentaria de manera directa o
indirecta, pueden causar efectos gastrointestinales, metabdlicos y cancerigenos
dependiendo del tipo y nivel de exposicion (Bianchini & Bullerman, 2014; Chen
et al., 2024; Xu et al., 2003).

Dentro de los hongos asociados a maiz, Fusarium spp. es uno de los principales
géneros productores de micotoxinas. Entre sus metabolitos se encuentran el
deoxinivalenol (DON), zearalenona (ZEA) y, principalmente, las fumonisinas
(FB), consideradas las mas abundantes y de mayor importancia toxicologica
(Bacon, 1992; Desjardins et al., 2000). Los granos contaminados presentan
menor valor nutricional y econémico (Sun et al., 2023) y, en animales, la ingestion
de fumonisinas puede provocar leucoencefalomalacia en caballos y edema
pulmonar en cerdos, ademas de estar relacionadas con enfermedades
carcinogénicas en humanos (Blacutt et al., 2018; Gelderblom et al., 2001; Zhang
et al., 2023).

La familia de fumonisinas del grupo B, FB1, FB2 y FB3, es sintetizada
principalmente por F. verticillioides y especies afines. De estas, la fumonisina B1
(FB1) es la mas abundante y estudiada, pues puede representar mas del 75%
del total de fumonisinas detectadas en maiz (De la Torre et al., 2013; Proctor
et al., 2006). Sin embargo, la capacidad de produccion de estas toxinas puede
variar entre cepas de este patdgeno, lo que explica por qué en campo se observa
una amplia heterogeneidad en la contaminacién del grano. Esta variacion
depende de la interaccion entre el hongo, las condiciones ambientales durante el
llenado del grano y el sustrato disponible para su crecimiento (Bluhm et al., 2008;
Flaherty et al., 2003).
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En El Bajio mexicano, una region altamente productora de maiz, la presencia de
Fusarium spp. y sus micotoxinas ha sido reportada en diversas etapas del cultivo.
Factores como la variacion climatica, el manejo agronémico, el daio por insectos
y las condiciones poscosecha influyen directamente en la frecuencia y
concentracion de fumonisinas en grano (Gallardo-Reyes et al., 2006; Zacamo-
Velazquez et al., 2022). No obstante, existe poca informacion actualizada sobre
la variabilidad en la capacidad toxigénica de aislados locales, asi como sobre el
mapeo regional de la contaminacion en estados clave como Guanajuato, Jalisco

y Michoacan.

En este contexto, evaluar si las 20 cepas aisladas en este estudio son capaces
de producir fumonisinas mediante pruebas de inoculacion, asi como determinar
la presencia y concentracion de micotoxinas en grano recolectado en los tres
estados de El Bajio, es fundamental para comprender el riesgo real que
representan estas especies en la region. Este capitulo integra los principales
antecedentes sobre micotoxinas asociadas a Fusarium, su impacto en la salud y
la agricultura, y la importancia de su monitoreo regional como base para el

analisis y discusion de los resultados del presente estudio.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Origen de las muestras

Para el andlisis de micotoxinas en grano de maiz se empleé un muestreo
compuesto. El estudio incluyé grano proveniente de 25 hibridos comerciales de
maiz, establecidos originalmente en 14 sitios de siembra distribuidos en los
estados de Guanajuato, Jalisco y Michoacan, en la region del Bajio mexicano.
Sin embargo, para el analisis estadistico se contd finalmente con informacion
completa de 11 sitios de muestreo, los cuales fueron considerados en el presente

estudio.

Dentro de cada sitio de siembra, las muestras de grano correspondientes a los
distintos hibridos se unificaron y homogenizaron, con el objetivo de obtener

muestras representativas a nivel de sitio. A partir de este proceso se conformaron

103



dos muestras compuestas de 1 kg por sitio, las cuales se consideraron unidades
experimentales independientes, resultando en dos repeticiones por sitio de
muestreo para el andlisis de micotoxinas. Este enfoque permitié evaluar la
presencia y concentracion de micotoxinas a nivel de sitio; sin embargo, no se
realizaron inferencias estadisticas por hibrido individual, debido a la naturaleza

del muestreo compuesto.

De manera complementaria, y con el fin de evaluar el potencial micotoxigénico
bajo condiciones controladas, se incluyeron en el analisis mazorcas inoculadas
durante las pruebas de patogenicidad con las seis especies de Fusarium
identificadas en el estudio. Para este ensayo se colectaron 2 kg de grano por

especie, con la finalidad de obtener dos repeticiones por especie.

En total, se analizaron 34 muestras de grano, de las cuales 22 correspondieron
a muestras compuestas provenientes de campoy 12 a muestras provenientes de
las pruebas de patogenicidad. Las mazorcas se colectaron con un contenido
aproximado de 12 % de humedad, posteriormente se desgranaron, etiquetaron y
almacenaron en bolsas tipo Ziploc®, para su envioy analisis en el Laboratorio de
Calidad de Maiz del CIMMYT, en Texcoco, Estado de México.

4.2.2. Andlisis de micotoxinas

El andlisis de micotoxinas se realizé en el Laboratorio de Calidad de Maiz en el
CIMMYT mediante ensayos inmunocromatograficos cuantitativos utilizando kits
comerciales de la marca NEOGEN, especificamente Reveal Q+ para
zearalenonas, Reveal Q+ para fumonisinas y Reveal Q+ para deoxinivalenol

(DON), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Cada muestra compuesta, se obtuvo una muestra representativa de 10 g de
grano, la cual fue previamente molida y pesada. Posteriormente, se realizé la
extraccion de micotoxinas utilizando etanol al 65 % (v/v) como solvente. Para las
determinaciones de fumonisinas y DON, se adicionaron 50 mL de etanol al 65 %,
mientras que para el analisis de zearalenonas se utilizaron 30 mL. Las mezclas
se agitaron vigorosamente durante 3 minutos, segun lo recomendado para cada

analito.
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Tras la agitacion, las muestras se dejaron reposar durante 5 minutos y
posteriormente se filtraron para obtener el extracto. De este extracto, se tomaron
200 pL, los cuales se colocaron en el recipiente rojo de diluciéon proporcionado
por el kit. A continuacion, se afadieron 100 pL del extracto diluido y se
homogeniz6 la mezcla aspirando y expulsando el liquido con una pipeta en cinco
ocasiones. Posteriormente, se transfirieron 100 pL de la solucién final al

recipiente de muestra.

Se coloco una tira Reveal Q+ especifica para cada micotoxina en el recipiente de
muestra y se configuré un tiempo de reaccién de 6 minutos. Al término de este
periodo, las tiras fueron retiradas e interpretadas mediante el lector AccuScan
Gold, el cual permiti6 la lectura cuantitativa de las concentraciones de
micotoxinas expresadas en partes por billén (ppb).

4.2.3. Variables climaticas

Los datos de temperatura promedio (°C), humedad relativa promedio (%) y
precipitacion pluvial (mm) correspondientes a cada sitio de muestreo se
obtuvieron a partir de la base de datos climaticos de la plataforma NASA POWER
(Prediction of Worldwide Energy Resources), utilizando coordenadas geograficas
representativas de cada municipio. La informacion climatica se recopild
considerando los ultimos cuatro meses del ciclo de desarrollo del cultivo de maiz,
correspondientes a las etapas fenologicas R1 a R6 (floracion, llenado y
maduracién del grano), ya que diversos estudios reportan que durante este
periodo se presentan las condiciones ambientales mas favorables para la
infeccidon por especies de Fusarium y la biosintesis de micotoxinas en el grano,
particularmente fumonisinas (FUN), zearalenonas (ZEA) y deoxinivalenol (DON)
(Pitt y Hocking, 2009; Munkvold, 2017; Van der Fels-Klerx et al., 2019; Jouany et
al., 2023).

La precipitacion pluvial se expres6 como precipitacion mensual acumulada
estimada (mm), calculada a partir del promedio diario de precipitacion obtenido
para cada sitio, multiplicado por un periodo de 30 dias, con el fin de estandarizar

la comparacion de la disponibilidad hidrica entre sitios durante las etapas
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fenologicas R1-R6. Las variables climaticas se utilizaron para describir e
interpretar las condiciones ambientales asociadas a la presencia y concentracion

de micotoxinas en las muestras analizadas.

4.2.4. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron bajo un Disefio Completamente al Azar
(DCA) y se efectuaron por separado para las muestras provenientes de sitios de
muestreo y para las muestras provenientes de pruebas de patogenicidad
(inoculaciones). En ambos casos, los datos de concentracion de fumonisinas,
zearalenonas y deoxinivalenol (DON) se analizaron considerando como unidad

experimental cada muestra compuesta de grano.

Previo al analisis de varianza, se evaluaron los supuestos de normalidad de los
residuales mediante pruebas de bondad de ajuste. Las variables ZEA y DON
cumplieron con el supuesto de normalidad; en contraste, la variable FUN no
cumplié dicho supuesto debido a la alta proporcidén de valores cero en los datos.
No obstante, todas las variables se analizaron mediante un Modelo Lineal

General (GLM), sin recurrir a transformaciones adicionales de los datos.

Para cada micotoxina se realizé un analisis de varianza (ANOVA) y, cuando se
detectaron diferencias significativas, se aplico la prueba de comparaciones
multiples de medias de Tukey, con un nivel de significancia de a = 0.05.
Adicionalmente, se efectuaron contrastes para evaluar comparaciones
especificas entre grupos, reportando tanto los contrastes estadisticamente

significativos como aquellos que no resultaron significativos.

Los resultados se consideraron altamente significativos cuando p < 0.01.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Micotoxinas en sitios de muestreo (condiciones de campo)

En este apartado se evaluaron y discutieron los resultados del andlisis de
fumonisinas (FUN), zearalenonas (ZEA) y deoxinivalenol (DON) en grano de
maiz proveniente de sitios de muestreo bajo condiciones de campo en la region
de El Bajio mexicano. Las concentraciones promedio de las micotoxinas
detectadas por sitio de muestreo, asi como las comparaciones estadisticas entre
sitios, se resumieron en la Tabla 9, la cual integro las tres variables respuesta en
una sola matriz para facilitar su interpretacion. Adicionalmente, se evalu6 el
efecto de variables climaticas mediante contrastes, cuyos resultados se
presentan en la Tabla 10. Finalmente, los datos se consolidaron empleando un
analisis multivariado con el fin de identificar patrones conjuntos de
comportamiento micotoxigénico entre sitios, con énfasis en su variacion espacial,
relevancia sanitaria y relacion con las condiciones ambientales predominantes

durante las etapas fenoldgicas del cultivo.

Tabla 9. Valores promedio de zearalenonas, deoxinivalenol y fumonisinas, en grano de maiz
durante la etapa de formacién y maduracion del grano (R1-R6) en diferentes sitios de muestreo
bajo condiciones de campo en El Bajio mexicano.

Sitio Zearalenonas (ppb) Deoxinivalenol (ppb) Fumonisinas (ppb)
Maravatio 102.5a 825.0 c 0.0d
Copandaro 88.75b 730.0c 47.5¢c
Zamora 67.30 c 1425.0 a 0.0d
San Juan de los Lagos 44.75d 112.5e 222.5a
Zapopan 19.25e 400.0d 250.0 a
Lagos de Moreno 1540 e 370.0d 102.5b
Juanacatlan 12.55 e 1200.0 b 0.0d
Celaya 215f 80.0e 0.0d
Valle de Santiago 1.50 f 102.5e 0.0d
Cortazar 1.00 f 177.5e 0.0d
Juventino Rosas 0.75f 157.5e 0.0d
DSH** 9.31 120.7 32.46
Prob. <0.0001 <0.0001 <0.0001

Nota: Medias con la misma letra dentro de cada columna no presentan diferencias
estadisticamente significativas (prueba de Tukey, a = 0.05).
**DSH: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.
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Tabla 10. Resultados de los contrastes definidos con base en variables climaticas durante las
etapas fenolégicas R1-R6 en sitios de muestreo bajo condiciones de campo en El Bajio
mexicano.

Contraste (criterio cuantitativo) ZEA (p) DON (p) FUN (p)

Temperatura promedio
<18.5°Cvs.>185°C

Humedad relativa promedio
S72%vs.>72%

Precipitacion mensual acumulada
estimada 0.1294 <0.01 <0.0001
<90 mm vs. > 90 mm

<0.0001 <0.01 <0.0001

0.8103 <0.01 0.0089

Nota. Se presentan los valores de significancia estadistica (p) obtenidos para la
comparacion de la produccion de zearalenona (ZEA), deoxinivalenol (DON) y
fumonisinas (FUN) entre categorias de variables climaticas cuantitativas. Los
contrastes se realizaron entre dos niveles definidos por umbrales de temperatura
promedio (< 18.5 °C vs. > 18.5 °C), humedad relativa promedio (< 72 % vs. > 72
%) y precipitacion mensual acumulada estimada (< 90 mm vs. > 90 mm). Valores
de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

4.3.1.1. Zearalenonas (ZEA)

Las concentraciones de zearalenonas (ZEA) detectadas en grano de maiz
presentaron una variacion significativa entre sitios, con valores promedio que
oscilaron entre 0.75 y 102.5 ppb. El anadlisis de varianza mostré diferencias
altamente significativas entre sitios de muestreo (F = 513.95; p < 0.0001),

explicando el modelo el 99.8 % de la variacion total observada (R? = 0.9979).

La comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (a = 0.05) permitio
identificar grupos estadisticamente diferenciados entre los sitios evaluados. El
sitio de Maravatio presento la concentracion promedio mas alta de zearalenonas
(102.5 ppb), seguido de Copandaro (88.75 ppb) y Zamora (67.3 ppb). Valores
intermedios se registraron en San Juan de los Lagos (44.75 ppb), mientras que
Zapopan, Lagos de Moreno y Juanacatlan presentaron concentraciones bajas.
Los valores mas reducidos se observaron en Celaya, Valle de Santiago, Cortazar
y Juventino Rosas, con concentraciones cercanas o iguales a cero, sin

diferencias significativas entre estos sitios (Figura 32).

El analisis de contrastes indicé que la comparacion entre sitios con temperatura

promedio < 18.5 °C y > 18.5 °C fue altamente significativa (p < 0.0001), mientras
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que los contrastes asociados a humedad relativa y precipitacion mensual
acumulada estimada no resultaron estadisticamente significativos, lo que sugiere
que la temperatura fue el factor climatico con mayor peso explicativo en la

variacion espacial de ZEA bajo las condiciones evaluadas.

Zearalenonas (ZEA) por sitio
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Figura 32. Concentracién promedio de zearalenonas (ZEA, ppb) detectadas en grano de maiz
por sitio de muestreo bajo condiciones de campo en El Bajio mexicano.

Las barras representan los valores promedio por sitio. La linea discontinua indica un valor de
referencia para la interpretacion de los niveles de ZEA.

Discusion

La variabilidad espacial observada en las concentraciones de zearalenonas
concuerda con reportes previos que sefalan que la produccion de esta
micotoxina por especies de Fusarium se encuentra estrechamente asociada a
condiciones térmicas especificas durante las etapas de llenado y maduracion del
grano (R1-R6), asi como a la interaccion con otros factores ambientales
(Zinedine et al., 2007; EFSA, 2016; Van der Fels-Klerx et al., 2019). En particular,
se ha documentado que temperaturas moderadas a calidas favorecen la
colonizacion del granoy la activacion de rutas biosintéticas asociadas a ZEA, aun

en ausencia de sintomas externos evidentes.
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El comportamiento observado en Maravatio, que presentd la mayor
concentraciéon promedio de zearalenonas, sugiere la presencia de condiciones
microclimaticas favorables para la sintesis de esta micotoxina. De acuerdo con
los datos climaticos obtenidos de la plataforma NASA POWER, este sitio se
caracterizé durante las etapas R1-R6 por temperaturas promedio superiores a
18.5 °C, acompanadas de condiciones térmicas relativamente estables durante
el llenado del grano. En contraste, los sitios que registraron concentraciones
cercanas o iguales a cero compartieron condiciones térmicas mas bajas, lo que
podria haber limitado tanto la colonizacion del grano como la expresion del

potencial micotoxigeénico.

Desde el punto de vista sanitario, es relevante destacar que algunos sitios,
incluido Maravatio, superaron el valor de referencia para consumo humano (75
ppb), aunque todas las concentraciones se mantuvieron por debajo del limite de
referencia para consumo animal (500 ppb). Este patron resalta la importancia de
evaluar el riesgo micotoxigénico a escala regional y bajo un enfoque preventivo,
particularmente en zonas donde el maiz se destina al autoconsumo, y refuerza
la necesidad de estrategias de monitoreo focalizadas en sitios con condiciones
ambientales predisponentes para la produccién de zearalenonas (Munoz-Zavala
et al., 2025).

4.3.1.2. Deoxinivalenol (DON)

Las concentraciones de deoxinivalenol (DON) presentaron una variacion
significativa entre sitios, con valores promedio que oscilaron entre 80.0 y 1 425.0
ppb. El andlisis de varianza mostré diferencias altamente significativas (p <
0.0001).

La comparaciéon de medias mediante la prueba de Tukey (a = 0.05) permitid
identificar grupos estadisticamente diferenciados entre los sitios evaluados. El
sitio de Zamora presento6 la concentraciéon promedio mas alta de DON (1 425.0
ppb), seguido de Juanacatlan (1 200.0 ppb). Un segundo grupo con valores
elevados estuvo conformado por Maravatio (825.0 ppb) y Copandaro (730.0 ppb).

Valores intermedios se registraron en Zapopan (400.0 ppb) y Lagos de Moreno
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(370.0 ppb), mientras que las concentraciones mas bajas se observaron en
Celaya (80.0 ppb), Valle de Santiago (102.5 ppb), Cortazar (177.5 ppb) y
Juventino Rosas (157.5 ppb), sin diferencias significativas entre estos ultimos
(Figura 33).

Los contrastes indicaron efectos significativos de temperatura, humedad relativa
y precipitacibn mensual acumulada estimada (p < 0.01), lo que sugiere que la

variacion de DON responde a la interaccion de multiples factores ambientales.
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Figura 33. Concentracion promedio de deoxinivalenol (DON, ppb) detectada en grano de maiz
por sitio de muestreo bajo condiciones de campo en El Bajio mexicano.

Las barras representan los valores promedio por sitio. La linea discontinua indica un valor de
referencia para la interpretacion de los niveles de DON.

Discusidn

La distribucién espacial del deoxinivalenol (DON) observada en los sitios de
muestreo concuerda con reportes previos que asocian su produccién
principalmente a especies del complejo Fusarium sambucinum, bajo condiciones
caracterizadas por temperaturas moderadas y alta disponibilidad hidrica durante
las etapas de llenado y maduracion del grano (Pestka, 2010; Sobrova et al., 2010;

Van der Fels-Klerx et al., 2019). La significancia de los contrastes asociados tanto
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a temperatura como a humedad relativa y precipitacion confirma que la sintesis
de DON responde a la interaccion simultanea de temperatura y disponibilidad
hidrica, a diferencia de lo observado para zearalenonas, donde la temperatura

mostré un efecto predominante.

Los valores elevados registrados en Zamora y Juanacatlan sugieren la presencia
de ambientes particularmente favorables para la colonizacion del grano y la
biosintesis de DON. De acuerdo con los datos climaticos obtenidos de la
plataforma NASA POWER, ambos sitios se caracterizaron por temperaturas
promedio superiores a 18.5 °C, humedad relativa promedio mayor a 72 % y
precipitaciones mensuales acumuladas estimadas por encima de 90 mm. Estas
condiciones favorecen tanto el desarrollo del patégeno como la activacion de
rutas biosintéticas relacionadas con la produccion de tricotecenos (Blandino et
al., 2008; Xu et al., 2023).

Desde el punto de vista sanitario, los resultados evidenciaron que varios sitios
superaron el limite maximo de referencia para consumo humano (750 ppb),
particularmente Zamora, Juanacatlan y Maravatio, aunque todas las
concentraciones se mantuvieron por debajo del umbral establecido para
consumo animal (5 000 ppb) (Comisién Europea, 2006; Reglamento (UE)
2023/915; FAO/WHO, 2019).

4.3.1.3. Fumonisinas (FUN)
Las concentraciones de fumonisinas (FUN) mostraron una alta variabilidad
espacial, con valores promedio entre 0 y 250 ppb y una elevada frecuencia de
valores no detectables. El analisis de varianza indicé diferencias altamente
significativas entre sitios (F = 267.11; p < 0.0001), explicando el 99.6 % de la
variacion total (R? = 0.9959).

La prueba de comparaciones multiples de medias de Tukey (a = 0.05) permitio
identificar grupos estadisticamente diferenciados. Los valores mas altos de
fumonisinas se registraron en los sitios de Zapopan (250.0 ppb) y San Juan de
los Lagos (222.5 ppb), los cuales conformaron el grupo con las medias

significativamente mayores. En contraste, Lagos de Moreno (102.5 ppb) y
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Copandaro (47.5 ppb) presentaron valores intermedios, mientras que el resto de
los sitios (Celaya, Juventino Rosas, Maravatio, Juanacatlan, Valle de Santiago,
Zamora y Cortazar) registraron valores no detectables (0 ppb), sin diferencias
significativas entre ellos.

Los contrastes mostraron efectos altamente significativos de temperatura,
humedad relativa y precipitacion mensual acumulada estimada, indicando una

fuerte influencia de las condiciones ambientales sobre la concentracién de
fumonisinas en grano.
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Figura 34. Concentracién promedio de fumonisinas (FUN, ppb) detectada en grano de maiz por
sitio de muestreo bajo condiciones de campo en El Bajio mexicano.

Las barras representan los valores promedio por sitio. La linea discontinua indica un valor de
referencia para la interpretacion de los niveles de fumonisinas.

Discusién

La presencia de valores nulos de fumonisinas en la mayoria de los sitios
evaluados sugiere que la contaminacion por esta micotoxina no es homogénea
en la region de estudio y depende de manera marcada de combinaciones
especificas de condiciones ambientales locales durante las etapas fenoldgicas
R1 a R6, periodo critico para la colonizacion del grano y la biosintesis de
micotoxinas. Este patron es consistente con reportes previos que seialan que la
produccién de fumonisinas por especies de Fusarium, particularmente F.
verticillioides, se ve favorecida por temperaturas calidas y condiciones de estrés
hidrico intermitente, mas que por ambientes persistentemente humedos
(Desjardins, 2006; Marin et al., 2010; Van der Fels-Klerx et al., 2019).
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La significancia del contraste asociado a la temperatura promedio respalda la
importancia de este factor como determinante principal en la acumulacion de
fumonisinas, mientras que la significancia de los contrastes asociados a
humedad relativa y precipitacion indica que la interaccion entre disponibilidad
hidrica y temperatura desempefia un papel clave en la expresion del potencial
micotoxigénico bajo condiciones de campo. En este sentido, los sitios de
Zapopan y San Juan de los Lagos, que presentaron las concentraciones
promedio mas elevadas de fumonisinas, se caracterizaron por temperaturas
promedio superiores a 18.5 °C, humedad relativa promedio cercana o
ligeramente inferior al 72 % y precipitaciones mensuales acumuladas estimadas
alrededor o por debajo del umbral de 90 mm, condiciones que favorecen la
sintesis de fumonisinas bajo escenarios de estrés hidrico moderado y dafio

fisiologico del grano (Blandino et al., 2008; Marin et al., 2010; Jouany et al., 2023).

De manera complementaria, los sitios que registraron concentraciones no
detectables de fumonisinas (Celaya, Valle de Santiago, Cortazar, Juventino
Rosas, Maravatio, Juanacatlan y Zamora) compartieron condiciones climaticas
que, en conjunto, resultaron menos favorables para la sintesis de esta
micotoxina. Estos sitios se caracterizaron por temperaturas promedio iguales o
inferiores a 18.5 °C y/o por una mayor disponibilidad hidrica, reflejada en
humedades relativas promedio superiores al 72 % y precipitaciones mensuales
acumuladas estimadas mayores a 90 mm. Este tipo de condiciones ha sido
asociado en la literatura con una menor acumulacién de fumonisinas, ya que la
produccion de estas toxinas suele verse favorecida por ambientes mas calidos y
con estrés hidrico intermitente, mas que por escenarios de humedad persistente
(Desjardins, 2006; Marin et al., 2010; Van der Fels-Klerx et al., 2019). En este
contexto, la ausencia de fumonisinas en estos sitios refuerza la hipétesis de que
la combinacidn especifica de temperatura elevada y limitacién hidrica relativa
constituye un factor clave para la expresion del potencial fumonisinigénico bajo

condiciones de campo.

Desde el punto de vista sanitario, las concentraciones promedio de fumonisinas

detectadas en todos los sitios se mantuvieron por debajo del limite maximo
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permitido para consumo humano (1 000 ppb) y consumo animal (4 000 ppb). No
obstante, la deteccién de valores relativamente elevados en ciertos sitios pone
de manifiesto la necesidad de monitoreo continuo, especialmente en regiones
donde el grano se destina al autoconsumo o a la alimentacién animal sin
procesos de control previos. Estos resultados confirman que, aunque la
contaminacion por fumonisinas puede ser baja o nula en varios ambientes,
existen escenarios especificos de riesgo asociados a combinaciones particulares
de temperatura y disponibilidad hidrica dentro de ElI Bajio mexicano, en
concordancia con el contexto de variabilidad climatica creciente (Muioz-Zavala
et al., 2025).

4.3.1.4. Analisis multivariado de micotoxinas en sitios de muestreo

Con el fin de evaluar de manera simultanea el comportamiento conjunto de
fumonisinas (FUN), zearalenonas (ZEA) y deoxinivalenol (DON) en los sitios de
muestreo, se realizdé un analisis multivariado de la varianza (MANOVA) mediante
el procedimiento GLM. Las cuatro pruebas multivariadas (Lambda de Wilks, traza
de Pillai, traza de Hotelling—Lawley y raiz mayor de Roy) resultaron altamente
significativas (p < 0.0001), lo que indica diferencias significativas entre los sitios

cuando se consideraron de forma conjunta las tres micotoxinas.

La matriz de correlaciones parciales mostré asociaciones positivas de magnitud
moderada entre ZEA y DON (r = 0.57), ZEA'y FUN (r=0.47),y DONy FUN (r =
0.36); no obstante, estas correlaciones no fueron estadisticamente significativas,
probablemente debido al tamafio de muestra limitado para detectar asociaciones

moderadas (n = 11).

Con base en estos resultados, se realizd un analisis de conglomerados jerarquico
que permitié agrupar los sitios de muestreo de acuerdo con su similitud en el perfil
micotoxigénico integrado (Figura 28). El dendrograma revelo la formacion de tres
grupos bien definidos: un grupo con bajo perfil micotoxigénico (Celaya, Valle de
Santiago, Cortazar y Juventino Rosas), un grupo con perfil intermedio (Lagos de

Moreno, San Juan de los Lagos y Zapopan), y un grupo con alto perfil

micotoxigénico (Copandaro, Maravatio, Juanacatlan y Zamora).
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Figura 35. Dendrograma de agrupamiento jerarquico de sitios de muestreo bajo condiciones de
campo en la region del Bajio mexicano.

Construido a partir de las concentraciones promedio de fumonisinas (FUN), zearalenonas (ZEA)
y deoxinivalenol (DON) en grano de maiz durante las etapas R1-R6. El nivel de corte (linea
punteada) definio tres conglomerados con perfiles micotoxigénicos contrastantes.

Discusion

El analisis multivariado permitio integrar simultaneamente la informacion de
fumonisinas (FUN), zearalenonas (ZEA) y deoxinivalenol (DON), revelando
patrones de agrupamiento entre sitios que no son completamente evidentes a
partir de los analisis univariados. El dendrograma obtenido permitié identificar
tres conglomerados principales de sitios, los cuales presentaron perfiles
micotoxigénicos contrastantes y estuvieron asociados a diferencias
cuantificables en las condiciones ambientales durante las etapas fenoldgicas R1—
R6 del cultivo de maiz. En concordancia con estudios que documentan que la
acumulacién conjunta de micotoxinas en maiz responde a la interaccion entre
temperatura, humedad relativa y precipitacion durante el llenado del grano
(Czembor et al., 2015; Van der Fels-Klerx et al., 2019; Mufioz-Zavala et al., 2025).

El Grupo | (bajo perfil micotoxigénico), conformado por Celaya, Valle de Santiago,
Cortazar y Juventino Rosas, se caracterizé por concentraciones bajas o nulas de
las tres micotoxinas evaluadas. Estos sitios compartieron temperaturas promedio
iguales o inferiores a 18.5 °C, humedad relativa promedio menor a 72 % vy
precipitaciones mensuales acumuladas estimadas generalmente por debajo de
90 mm, condiciones que, de acuerdo con los contrastes, no favorecieron

significativamente la acumulacién de ZEA, DON ni FUN. Estudios previos han
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documentado que temperaturas moderadas a bajas, combinadas con menor
humedad ambiental o periodos secos durante R1-R6, limitan tanto la
colonizacion del grano por especies de Fusarium como la biosintesis de
micotoxinas (Marin et al., 2010; Czembor et al., 2015). En conjunto, este patron
sugiere escenarios de menor riesgo micotoxigénico bajo las condiciones de

campo evaluadas.

El Grupo Il (perfil micotoxigénico intermedio) estuvo integrado por Lagos de
Moreno, San Juan de los Lagos y Zapopan, sitios que presentaron
concentraciones moderadas del perfil micotoxigénico integrado, particularmente
fumonisinas y/o deoxinivalenol. Desde el punto de vista ambiental, estos sitios se
ubicaron en un rango intermedio, con temperaturas promedio superiores a 18.5
°C, humedad relativa cercana o ligeramente superior al 72 %, y precipitaciones
mensuales acumuladas alrededor del umbral de 90 mm. Estas condiciones
coinciden con reportes que indican que rangos térmicos moderados, combinados
con humedad intermedia o fluctuante, pueden favorecer la produccion de
fumonisinas y DON sin alcanzar los niveles maximos observados bajo ambientes
mas humedos o con estrés hidrico marcado (Rosa Junior et al., 2019; Jani¢
Hajnal et al., 2023). Este grupo podria representar ambientes transicionales
donde la expresion del potencial micotoxigénico depende de la interaccion

temporal de los factores climaticos.

El Grupo Il (alto perfil micotoxigénico) estuvo integrado por Copandaro,
Maravatio, Juanacatlan y Zamora, sitios que concentraron las mayores
concentraciones promedio de DON y ZEA, y en algunos casos valores elevados
cercanos o superiores a los limites maximos permitidos para consumo humano.
Este grupo se caracterizé por temperaturas promedio superiores a 18.5 °C,
humedad relativa promedio mayor a 72 % vy precipitaciones mensuales
acumuladas estimadas superiores a 90 mm, combinacién de factores que resulté
estadisticamente significativa en los contrastes para DON y FUN, y parcialmente
para ZEA. Diversos estudios han sefialado que ambientes con temperaturas
moderadas a calidas y alta disponibilidad hidrica durante el llenado y maduracion

del grano favorecen la colonizacion por especies del complejo Fusarium
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graminearum y la acumulacion de DON y ZEA, particularmente bajo periodos

prolongados de humedad (Czembor et al., 2015; Jani¢ Hajnal et al., 2023).

En conjunto, el analisis MANOVA y el agrupamiento jerarquico confirmaron que
la variacidbn micotoxigénica en El Bajio mexicano responde a la interaccion de
multiples factores ambientales, mas que a un solo determinante climatico. Este
enfoque integrador permite identificar zonas con comportamiento micotoxigénico
similar y aporta informacion relevante para la regionalizacion del riesgo, el disefio
de estrategias de monitoreo focalizadas y la toma de decisiones en manejo
preventivo de micotoxinas, especialmente en contextos donde el maiz se destina

al autoconsumo o a cadenas cortas de comercializacion.

4.3.2. Micotoxinas en pruebas de patogenicidad (inoculaciones)

Con el fin de evaluar la capacidad toxigénica de las seis especies de Fusarium
caracterizadas en este estudio y asociadas al maiz, se cuantificaron fumonisinas
(FUN), zearalenonas (ZEA) y deoxinivalenol (DON) en grano proveniente de
pruebas de patogenicidad realizadas mediante inoculaciones en campo
experimental bajo un disefio controlado, en Celaya, Guanajuato. Estas pruebas
permiten confirmar el potencial de produccién de micotoxinas de cada especie,
independientemente de las condiciones ambientales naturales observadas en los
sitios de muestreo, y contribuyen a comprender la relacion entre patogenicidad y
toxigenicidad.

Tabla 11. Concentraciones promedio de fumonisinas (FUN), zearalenonas (ZEA) y deoxinivalenol

(DON) en grano de maiz inoculado con seis especies de Fusarium bajo condiciones de campo
experimental en Celaya, Guanajuato.

Especie (Inéculo) ZEA (ppb) DON (ppb) FUN (ppb)
F. boothii 2000.0 a 45600.0 a 795.0c
F. sudanense 25545 b 309.0b 22250 a
F. andiyazi 184.35 ¢ 73.5b 455.0d
F. verticillioides 136.40 d 810.0b 1875.0 b
F. subglutinans 127.30 d 357.5b 890.0 c
F. temperatum 26.15¢ 235.0b 525.0d
DSH** 12.08 1404.2 110.79
Prob. <0.0001 <0.0001 <0.0001
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Medias con la misma letra dentro de cada columna no presentan diferencias
estadisticamente significativas (prueba de Tukey, a = 0.05).
**DSH: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.

Adicionalmente, se evaluaron contrastes puntuales entre pares de especies; sin
embargo, debido a que estos corresponden a comparaciones 1 vs 1 y no aportan
informacion adicional a la obtenida mediante las comparaciones multiples de
medias (prueba de Tukey), dichos contrastes no se utilizaron como base principal

para la interpretacion de los resultados.

4.3.2.1. Zearalenonas (ZEA)

En las pruebas de patogenicidad realizadas en campo experimental, la
produccion de zearalenonas (ZEA) mostré diferencias altamente significativas
entre las seis especies de Fusarium evaluadas (ANOVA, p < 0.0001). La
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (a = 0.05) evidencié un
ranking claro de capacidad zearalenonigénica, en el cual Fusarium boothii
presentd la concentracion promedio mas alta (2000 ppb), seguido por F.
sudanense (255.45 ppb) y F. andiyazi (184.35 ppb). En un nivel inferior se
ubicaron F. verticillioides (136.40 ppb) y F. subglutinans (127.30 ppb), mientras
que F. temperatum registré la concentracion mas baja (26.15 ppb) (Figura 36,
Tabla 11).
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Zearalenonas (ZEA) por especie (inoculaciéon controlada)
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Figura 36. Produccion promedio de zearalenonas (ZEA, ppb) por especies de Fusarium bajo
condiciones de inoculacion controlada.
Discusion
La elevada produccion de ZEA observada en F. boothii concuerda con lo
reportado para especies del complejo Fusarium graminearum, ampliamente
reconocidas como productoras de zearalenonas en cereales. Diversos estudios
han sefialado que la biosintesis de ZEA puede incrementarse notablemente bajo
condiciones de infeccion establecida y ambientes favorables, aun cuando en
condiciones de campo natural su deteccion sea variable o limitada (Foods, 2022).
En este sentido, las pruebas de patogenicidad permiten revelar el potencial
toxigénico intrinseco de las especies, eliminando la variabilidad ambiental

presente en los sitios de muestreo.

La literatura indica que la produccién de zearalenonas en Fusarium esta
fuertemente modulada por factores ambientales como temperatura,
disponibilidad hidrica y estado fisiologico del hospedero, los cuales regulan la
activacion de las rutas biosintéticas involucradas (Foods, 2022; NIH PMC, 2023).
Bajo condiciones controladas de inoculacion, como las empleadas en este

estudio, dichas rutas pueden expresarse con mayor intensidad, lo que explica las
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concentraciones elevadas detectadas en F. boothii en comparacion con los

valores registrados en campo natural.

La deteccién de niveles intermedios de ZEA en F. sudanense y F. andiyazi
sugiere que estas especies poseen la capacidad de producir zearalenonas
cuando se establecen infecciones activas en el grano. Aunque estas especies no
han sido tradicionalmente consideradas como las principales productoras de ZEA
en maiz, estudios experimentales han demostrado que la infeccion por Fusarium
en tejidos de maiz puede inducir la acumulacion de micotoxinas bajo condiciones
favorables para el patogeno (APS, 2016). Este hallazgo amplia el espectro de
especies con potencial zearalenonigénico y resalta la importancia de evaluarlas

bajo escenarios controlados.

En contraste, las bajas concentraciones observadas en F. verticillioides, F.
subglutinans y F. temperatum indican una capacidad limitada para la produccién
de ZEA bajo las condiciones evaluadas. Este comportamiento es consistente con
reportes previos que sefialan que estas especies estan mas frecuentemente
asociadas con otros perfiles micotoxigénicos y que su contribucidon a la

acumulacion de zearalenonas en maiz suele ser secundaria (Foods, 2022).

Al comparar estos resultados con los obtenidos en los sitios de muestreo bajo
condiciones de campo natural, se refuerza la idea de que la ausencia o baja
deteccion de ZEA en campo no implica necesariamente la ausencia de especies
productoras. Por el contrario, la expresion de esta micotoxina depende de la
interaccion entre el genotipo del patdégeno, el hospedero y las condiciones
ambientales durante las etapas criticas del desarrollo del grano. En este contexto,
las pruebas de patogenicidad constituyen una herramienta clave para identificar
un riesgo zearalenonigénico latente que podria manifestarse en ciclos agricolas

con condiciones predisponentes.

Desde una perspectiva sanitaria y de manejo fitosanitario, la alta produccién de
ZEA observada en F. boothii bajo condiciones experimentales sugiere que la
presencia de esta especie en sistemas de producciéon de maiz representa un

riesgo potencial, particularmente si coinciden factores ambientales favorables
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durante el llenado y maduracion del grano. Estos resultados ponen de manifiesto
la necesidad de profundizar en estudios dirigidos a la identificacién y expresion
de genes involucrados en la biosintesis de zearalenonas, con el fin de fortalecer
la evaluacion del riesgo micotoxigénico y el disefio de estrategias preventivas
(NIH PMC, 2023).

4.3.2.2. Deoxinivalenol (DON)

En las pruebas de patogenicidad realizadas en campo experimental, la
produccion de deoxinivalenol (DON) mostré diferencias altamente significativas
entre las seis especies de Fusarium evaluadas (ANOVA, p < 0.0001). Dado que
las concentraciones de DON difirieron en varios érdenes de magnitud entre
especies, la grafica de barras (Figura 37) se construy6 utilizando una escala
logaritmica en el eje de concentraciones, lo que permitid6 una visualizacion
adecuada de las diferencias relativas entre tratamientos. La comparacion de
medias mediante la prueba de Tukey (a = 0.05) evidencid una separacion
marcada de Fusarium boothii respecto al resto de los tratamientos. De acuerdo
con la Tabla 11, F. boothii registré concentraciones promedio de DON
extraordinariamente superiores (45 600 ppb), mientras que las demas especies
(F. verticillioides, F. subglutinans, F. sudanense, F. temperatum y F. andiyazi)
conformaron un grupo estadisticamente homogéneo con valores

considerablemente menores (< 810 ppb).
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(inoculacion controlada)

104 -

102 4

DON (ppb) [escala logl0]

107 1

R @ ™ L
6\\ 2?" 'Sb \bd: @Q 'Qb&

&

o
;ho

&
B o &

% & o R
«”? > . -.a.'z",\'2> ‘;‘50 \?:‘Q
% <

Figura 37. Produccién promedio de deoxinivalenol (DON, ppb) por especies de Fusarium bajo
condiciones de inoculacion controlada.

Discusion

La produccion de DON se asocia principalmente a especies del complejo
Fusarium graminearum (FGSC), y constituye una de las micotoxinas
tricotecénicas de mayor importancia sanitaria y econdmica en cereales como
maiz, trigo y cebada, debido a su toxicidad y frecuencia de ocurrencia en granos
destinados a consumo humano y animal (Doll y Danicke, 2011). En este contexto,
la magnitud de los valores observados en F. boothii es consistente con su
pertenencia al complejo Fusarium sambucinum muy cercano a FGSC y con el
papel central que estas especies desempefan en la biosintesis de DON en

sistemas agricolas.

La marcada diferencia observada entre F. boothii y el resto de las especies
evaluadas sugiere que la capacidad de produccion de DON esta fuertemente
determinada por la especie, mas que por la simple presencia del patdégeno en el
hospedero. Estudios experimentales han demostrado que, bajo condiciones de
infeccidon controlada, la colonizacion de tejidos de maiz por especies del FGSC

se asocia con una mayor acumulacion de DON, lo que vincula directamente la
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patogenicidad con la expresion del potencial toxigénico (Quesada-Ocampo et al.,
2016).

Al contrastar los resultados de inoculacién con los obtenidos en los sitios de
muestreo bajo condiciones de campo natural, se refuerza la idea de que la
ausencia o baja deteccion de DON en campo no implica necesariamente la
ausencia de especies altamente productoras. Por el contrario, la expresién de
tricotecenos como DON depende de la concurrencia de condiciones ambientales
favorables, particularmente alta disponibilidad hidrica y temperaturas moderadas
durante las etapas de llenado y maduracion del grano, las cuales pueden no
presentarse de forma consistente en todos los ciclos agricolas (Doll y Danicke,
2011).

Estudios recientes orientados a la cuantificacion de micotoxinas en matrices
alimentarias y sistemas experimentales han destacado que la evaluacién bajo
condiciones controladas permite identificar riesgos toxigénicos latentes que no
siempre son evidentes en muestreos de campo, especialmente en regiones con
alta variabilidad climatica (International Journal of Food Microbiology, 2025). En
este sentido, los resultados obtenidos en las pruebas de patogenicidad confirman
que F. boothii representa un potencial impulsor de la acumulacién de DON en

maiz cuando se establecen infecciones efectivas.

Desde una perspectiva sanitaria y de manejo fitosanitario, las concentraciones
elevadas de DON observadas en F. boothii bajo inoculacion experimental ponen
de manifiesto la importancia de considerar no solo la presencia de especies del
FGSC, sino también las condiciones que favorecen la activacién de las rutas
biosintéticas de tricotecenos. Estos hallazgos resaltan la necesidad de integrar
estudios de patogenicidad, micotoxinas y regulacion genética para mejorar la
evaluacion del riesgo y fortalecer las estrategias de monitoreo y prevencion (Dall
y Danicke, 2011; International Journal of Food Microbiology, 2025).

4.3.2.3. Fumonisinas (FUN)
En las pruebas de patogenicidad realizadas bajo condiciones de campo

experimental, la produccion de fumonisinas (FUN) mostré diferencias altamente
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significativas entre las seis especies de Fusarium evaluadas (ANOVA, p <
0.0001). La comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (a = 0.05)
evidencié un gradiente claro en la capacidad fumonisinigénica entre especies.
Las concentraciones promedio mas elevadas se registraron en Fusarium
sudanense (2 225 ppb) y F. verticillioides (1 875 ppb), seguidas por valores
intermedios en F. subglutinans (890 ppb) y F. boothii (795 ppb). En contraste, F.
temperatum (525 ppb) y F. andiyazi (455 ppb) presentaron las concentraciones
mas bajas (Figura38).

Fumonisinas (FUN) por especie
(inoculacién controlada)

2000 A

1500 -

pb

a
1000 1

500 1

Figura 38. Produccion promedio de fumonisinas (FUN, ppb) por especies de Fusarium bajo
condiciones de inoculacion controlada.

Discusion

Las fumonisinas se asocian clasicamente con Fusarium verticillioides, reconocido
como el principal productor de estas micotoxinas en maiz a nivel mundial.
Numerosos estudios han documentado la acumulacién de fumonisinas en grano
tras inoculacion artificial y bajo condiciones de campo experimental, demostrando
que su produccién depende tanto de la especie como del método de inoculacién,
el tejido colonizado y las condiciones ambientales durante el desarrollo del grano
(Desjardins, 2006; Marin et al., 2010; Wang et al., 2025).
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La mayor produccién de fumonisinas observada en este estudio correspondié a
Fusarium sudanense, lo que indica que esta especie posee un potencial
fumonisinigénico elevado bajo condiciones de infeccién controlada, aun cuando
la evidencia previa sobre su papel como productor de fumonisinas en maiz es
limitada. Este resultado sugiere que F. sudanense podria actuar como un
contribuyente relevante a la contaminacién por fumonisinas cuando se

establecen condiciones favorables para la infeccion.

En contraste, F. verticillioides, reconocido clasicamente como el principal agente
fumonisinigénico en maiz, presenté concentraciones elevadas pero inferiores a
las observadas en F. sudanense, lo que confirma su capacidad productora sin
desplazar el protagonismo del hallazgo principal. Asimismo, la deteccion de
niveles intermedios a elevados en F. subglutinans y F. temperatum concuerda
con reportes previos que han demostrado su capacidad de producir fumonisinas
tras inoculacion artificial, particularmente en tejidos vegetales bajo condiciones
favorables de infeccion, aun cuando estas especies no siempre dominan en

muestreos de campo (Desjardins et al., 2000; Marin et al., 2010).

En el caso de F. andiyazi, la produccion relativamente baja de fumonisinas
observada coincide con reportes que describen a esta especie como
micotoxigénica, aunque su papel como productor principal de fumonisinas en
maiz ha sido menos documentado y suele depender de condiciones especificas
de infeccién. Por ello, los resultados obtenidos deben interpretarse con cautela,
reconociendo que la expresion de su potencial fumonisinigénico puede variar en

funcién del hospedero y del ambiente (Desjardins, 2006).

Particularmente relevante es la elevada producciéon de fumonisinas registrada en
F. sudanense. Dado que la evidencia previa sobre su capacidad fumonisinigénica
en maiz es limitada, este resultado sugiere que esta especie emergente posee
un potencial fumonisinigénico significativo bajo condiciones de infeccion
controlada. En este sentido, los datos obtenidos en las pruebas de patogenicidad

representan un hallazgo novedoso, que amplia el espectro de especies de
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Fusarium con capacidad de contribuir a la contaminacién por fumonisinas en

grano de maiz.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en los sitios de muestreo bajo
condiciones de campo natural, se refuerza la idea de que la baja frecuencia o
ausencia de fumonisinas en campo no implica la ausencia de especies
productoras. Por el contrario, la produccion de fumonisinas requiere
combinaciones especificas de temperatura, estrés hidrico y dafio fisiolégico del
grano, las cuales no siempre se presentan durante el ciclo del cultivo (Marin et
al., 2010; Wang et al., 2025). Las pruebas de patogenicidad confirman que el
potencial fumonisinigénico esta presente en multiples especies y puede

expresarse plenamente cuando la infeccion ocurre bajo condiciones favorables.

Desde una perspectiva sanitaria, estos resultados ponen de manifiesto la
existencia de un riesgo latente asociado a la presencia de diversas especies de
Fusarium con capacidad de producir fumonisinas. La identificacion de especies
no clasicamente asociadas a esta micotoxina como productoras bajo inoculacién
experimental subraya la importancia de integrar estudios de patogenicidad,
cuantificacién de micotoxinas y caracterizacion genética para una evaluacion

mas precisa del riesgo micotoxigénico en sistemas de produccion de maiz.

4.3.2.4. Analisis multivariado de micotoxinas en pruebas de patogenicidad
(inoculaciones)

El analisis multivariado de la varianza (MANOVA) confirmé un efecto altamente
significativo del factor especie (In6culo) sobre la produccién conjunta de
zearalenonas (ZEA), deoxinivalenol (DON) y fumonisinas (FUN) (Lambda de
Wilks, Traza de Pillai, Traza de Hotelling—Lawley y Raiz mayor de Roy; p <
0.0001). Estos resultados indican que las seis especies de Fusarium evaluadas
difieren significativamente en su perfil micotoxigénico integrado bajo condiciones
de inoculacién controlada, lo que respalda que la expresidon toxigénica es un
rasgo dependiente de la especie y no un fendbmeno aleatorio asociado

unicamente a la infeccién (Desjardins, 2006; Wang et al., 2025).
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La matriz de correlaciones parciales evidencio asociaciones positivas moderadas
entre fumonisinas y zearalenonas (r = 0.70) y entre fumonisinas y DON (r = 0.53),
mientras que zearalenonas y DON no mostraron correlacion. Este patrén sugiere
que la produccion de fumonisinas puede coexistir con la acumulacion de otras
micotoxinas bajo condiciones de infeccion intensa, mientras que la biosintesis de
ZEA y DON responde a rutas metabdlicas parcialmente independientes, incluso
dentro de especies filogenéticamente cercanas (Desjardins Y Proctor, 2007; Dall
Y Danicke, 2011).

Discusién

El analisis MANOVA confirmé que las diferencias observadas entre especies en
los analisis univariados se mantienen cuando las tres micotoxinas se consideran
de manera simultanea, lo que refuerza la existencia de perfiles micotoxigénicos
especificos por especie. Este enfoque multivariado ha sido ampliamente
recomendado para evaluar la co-ocurrencia de micotoxinas, ya que permite

integrar la complejidad metabdlica de Fusariumy evitar interpretaciones parciales

basadas en una sola toxina (Wang et al., 2025).

La ausencia de correlacion entre ZEA y DON observada en las pruebas de
patogenicidad sugiere que, aun dentro de especies pertenecientes al complejo
Fusarium graminearum, la activacion de las rutas biosintéticas responsables de
estas micotoxinas puede ocurrir de forma independiente. Estudios previos han
demostrado que la regulacién diferencial de los clusteres génicos involucrados
en la biosintesis de tricotecenos y zearalenonas responde a sefiales ambientales
y fisiologicas distintas, lo que explica la falta de asociacion consistente entre

ambas toxinas (Desjardins, 2006; Doll y Danicke, 2011).

En contraste, la correlacion moderada observada entre fumonisinas y las otras
micotoxinas indica que una colonizacion intensa del grano puede favorecer la
acumulacién simultanea de multiples metabolitos secundarios, particularmente
bajo condiciones de infeccidn controlada. Este patrén difiere parcialmente de lo
observado en los sitios de muestreo bajo condiciones de campo, donde las

restricciones ambientales limitan la expresion conjunta del potencial
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micotoxigénico. En este sentido, las pruebas de patogenicidad revelan un
escenario de riesgo latente que puede manifestarse cuando las condiciones
favorecen la infeccion y el desarrollo del patégeno (Marin et al., 2010; Wang et
al., 2025).

4.3.3. Integracion general de resultados

En conjunto, los resultados obtenidos bajo condiciones de campo (sitios de
muestreo) y bajo condiciones de infeccién controlada (pruebas de patogenicidad
por especie) evidencian que la contaminacion por micotoxinas en grano de maiz
en El Bajio mexicano responde a la interaccion entre (i) el potencial toxigénico
intrinseco de las especies de Fusarium y (ii) las condiciones ambientales
predominantes durante las etapas fenolégicas R1-R6, que modulan Ila
colonizacion del grano y la expresion del metabolismo secundario. Esta dualidad
explica por qué ciertos sitios presentaron niveles nulos o bajos de micotoxinas,
aun cuando el ensayo de inoculacion demostré que varias especies poseen
capacidad de producir ZEA, DON y/o FUN cuando la infeccién se establece
exitosamente. (Van der Fels-Klerx et al.,, 2019; Desjardins, 2006; Marin et al.,
2010).

Bajo condiciones de campo, las tres micotoxinas mostraron patrones espaciales
contrastantes. La zearalenona (ZEA) se concentrd principalmente en sitios
especificos, con maximos en Maravatio y Copandaro, y una contribucion
climatica dominada por la temperatura; el deoxinivalenol (DON) present6 los
valores mas elevados en Zamora y Juanacatlan y mostré dependencia
significativa de la interaccion entre temperatura, humedad relativa y precipitacion;
mientras que las fumonisinas (FUN) se detectaron con mayor intensidad en
Zapopan y San Juan de los Lagos, con una alta frecuencia de valores no
detectables en otros sitios, o que sugiere una mayor sensibilidad a
combinaciones ambientales particulares y/o a la dinamica local de infeccion
durante el llenado del grano. (Van der Fels-Klerx et al., 2019; Desjardins, 2006;
Marin et al., 2010).
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La integracion multivariada de los datos de campo (MANOVA y conglomerados)
reforzé que los sitios pueden agruparse en zonas con perfiles micotoxigénicos
diferenciados, distinguiendo un grupo de bajo perfil (Celaya, Valle de Santiago,
Cortazar y Juventino Rosas), un grupo intermedio (Lagos de Moreno, San Juan
de los Lagos y Zapopan) y un grupo de alto perfil (Copandaro, Maravatio,
Juanacatlan y Zamora). Este patron apoya el valor del analisis conjunto de
micotoxinas para regionalizar el riesgo y orientar estrategias de monitoreo
focalizado, ya que la co-ocurrencia de toxinas y su magnitud dependen de la
variacion ambiental y de la composicion del complejo de Fusarium en cada
ambiente productivo. (Czembor et al., 2015; Van der Fels-Klerx et al., 2019;
Mufioz-Zavala et al., 2025).

Por otro lado, las pruebas de patogenicidad en Celaya demostraron que las seis
especies caracterizadas difieren significativamente en su perfil micotoxigénico,
evidenciando capacidad toxigénica latente aun cuando en campo algunas
micotoxinas se detectaron con baja frecuencia. En inoculacién por especie, F.
boothii destacd como el principal productor de DON y ZEA, mientras que la
produccion mas alta de FUN correspondi6 a F. sudanense, seguido de F.
verticillioides. La presencia de perfiles intermedios en F. subglutinans y F. boothii
para FUN, asi como la deteccién de ZEA en especies con menor protagonismo
clasico en maiz, confirman que el potencial micotoxigénico no se restringe a una
sola especie, y que bajo infeccién efectiva pueden expresarse metabolitos de
interés sanitario. (DAll y Danicke, 2011; Desjardins, 2006; Wang et al., 2025;
Foods, 2022).

Al comparar ambos escenarios (campo vs inoculacién), se observa que la
deteccion en campo refleja el resultado neto de la interaccion especie—ambiente,
mientras que la inoculacion permite revelar el potencial toxigénico intrinseco. En
particular, la alta produccién experimental de DON y ZEA por F. boothii sugiere
que la ausencia o baja deteccion de estas toxinas en ciertos sitios no implica
ausencia de riesgo, sino condiciones ambientales subdptimas para su expresion.
De manera similar, la produccion elevada de FUN en inoculacion (incluyendo

valores altos en F. sudanense y F. verticillioides) ayuda a interpretar la
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variabilidad espacial observada en campo, donde las fumonisinas se detectaron
principalmente en ambientes con combinaciones predisponentes (temperaturay
disponibilidad hidrica/estrés) durante R1-R6. (Van der Fels-Klerx et al., 2019;
Desjardins, 2006; Marin et al., 2010).

El MANOVA de inoculaciones confirmé que estas diferencias entre especies se
mantienen al considerar simultaneamente ZEA, DON y FUN, lo cual respalda la
existencia de perfiles micotoxigénicos integrados por especie. Ademas, la
ausencia de correlacion entre ZEA y DON, junto con correlaciones moderadas
entre FUN y las otras toxinas, sugiere que ciertas rutas biosintéticas pueden
activarse de manera independiente, mientras que bajo colonizacién intensa del
grano puede favorecerse la acumulacion conjunta de metabolitos secundarios.
Este resultado es consistente con la complejidad regulatoria del metabolismo
secundario en Fusarium y con la variacion en co-ocurrencia de micotoxinas
reportada en maiz y otros cereales. (Desjardins y Proctor, 2007; Doll y Danicke,
2011; Wang et al., 2025).

Desde una perspectiva sanitaria, el analisis conjunto muestra que existen sitios
con valores que superan referencias de consumo humano para ZEA y DON, y
que, aun cuando FUN se mantuvo por debajo de referencias en campo, su
potencial de acumulacién bajo infeccion efectiva fue evidente en el ensayo de
inoculacion. En términos practicos, esto refuerza la necesidad de establecer
esquemas de vigilancia diferenciados por zona (bajo/intermedio/alto perfil),
priorizando periodos criticos del cultivo (R1-R6) y ambientes predisponentes,
especialmente donde el grano se destina al autoconsumo o a cadenas cortas de
comercializacién. (Comision Europea, 2006; Reglamento (UE) 2023/915;
FAO/WHO, 2019; Van der Fels-Klerx et al., 2019).

Finalmente, los resultados sostienen que la evaluacion del riesgo micotoxigénico
en El Bajio mexicano no puede basarse unicamente en la deteccion puntual en
campo, sino que debe integrar informacion de potencial toxigénico por especie,
condiciones ambientales y dinamica de infeccion. En consecuencia, se

recomienda profundizar en estudios dirigidos a la confirmacion genética del
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potencial toxigénico (p. ej., genes/clusteres asociados a tricotecenos,
zearalenonas y fumonisinas) y a la validacién de factores predisponentes en
distintos ciclos agricolas, con el fin de fortalecer la prediccion del riesgo y el
disefio de estrategias preventivas de manejo. (NIH PMC, 2023; Desjardins, 2006;
Van der Fels-Klerx et al., 2019).

4.4. CONCLUSIONES
En El Bajio mexicano se detectd variacion espacial significativa en las
concentraciones de zearalenonas (ZEA), deoxinivalenol (DON) y fumonisinas
(FUN) en grano de maiz bajo condiciones de campo, lo que confirma que el riesgo
micotoxigénico no es homogéneo entre sitios y depende del ambiente durante las

etapas fenolégicas R1-R6.

Bajo condiciones de campo, ZEA mostré un patron restringido a sitios especificos
y estuvo asociada principalmente con la temperatura promedio, mientras que
DON present6 los valores mas elevados en sitios con mayor disponibilidad
hidrica y evidencidé dependencia significativa de la interaccion entre temperatura,
humedad relativa y precipitacion. En contraste, FUN presenté alta frecuencia de
valores no detectables en varios sitios, sugiriendo que su acumulacion depende

de combinaciones ambientales particulares y/o de la dinamica local de infeccion.

La integracién multivariada (MANOVA) confirmé diferencias simultaneas entre
sitios cuando se consideraron conjuntamente ZEA, DON y FUN. El analisis de
conglomerados jerarquico permitié identificar tres perfiles micotoxigénicos (bajo,
intermedio y alto), lo que aporta una base cuantitativa para regionalizar el riesgo

y orientar estrategias de monitoreo focalizado.

Las pruebas de patogenicidad mediante inoculacion por especie evidenciaron
que las seis especies de Fusarium caracterizadas en este estudio difieren
significativamente en su capacidad toxigénica, lo que demuestra la existencia de
potencial micotoxigénico intrinseco que puede no manifestarse plenamente bajo

condiciones ambientales desfavorables en campo.
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En inoculaciones, F. boothii destacdé como la especie con mayor capacidad de
producir DON y ZEA, mientras que la mayor produccién de fumonisinas
correspondid a F. sudanense, seguida de F. verticillioides. Estos resultados
muestran que el riesgo puede estar asociado tanto a especies clasicamente
reconocidas como productoras como a especies con menor documentacion

previa en maiz, especialmente bajo infeccion efectiva.

La comparacién entre campo e inoculaciones confirma que la presencia o
ausencia de micotoxinas en muestreos naturales refleja el resultado neto de la
interaccion especie—ambiente—hospedero, por lo que la baja deteccion en campo
no equivale a ausencia de especies toxigénicas, sino a limitacién de condiciones

para la expresion del metabolismo secundario.

En términos de inocuidad, se identificaron sitios que superaron valores de
referencia para consumo humano en ZEA y DON, y se evidencidé un escenario
de riesgo latente bajo infeccion controlada, lo cual subraya la necesidad de
vigilancia continua, especialmente en sistemas donde el grano se destina al

autoconsumo o alimentacion animal sin controles previos.

Se requiere investigacion complementaria orientada a confirmar la base genética
del potencial toxigénico (genes o clusteres biosintéticos asociados a fumonisinas,
tricotecenos y zearalenonas) y a validar los factores ambientales predisponentes
en distintos ciclos agricolas, con el fin de fortalecer la prediccion del riesgo y el

disefo de estrategias preventivas regionalizadas.
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4.5. CONCLUSIONES GENERALES

El presente estudio permitié diagnosticar y caracterizar de manera integral la
diversidad de especies de Fusarium spp. asociadas al cultivo de maiz blanco
subtropical en la region de El Bajio, México, mediante la combinacion de analisis
morfolégicos, moleculares, filogenéticos, de patogenicidad y de micotoxinas,

cumpliendo plenamente con el objetivo general de la investigacion.

A partir del aislamiento de Fusarium spp. en semilla, tallo, grano y suelo de 25
hibridos de maiz y catorce sitios de produccion en Guanajuato, Jalisco y
Michoacan, se confirmo que estos componentes del sistema maiz—suelo actuan
como fuentes y reservorios de inéculo, lo que evidencia la persistencia y
circulacion del patégeno a lo largo del ciclo del cultivo y entre ciclos agricolas,

dando cumplimiento a los objetivos especificos 1y 2.

La caracterizacién morfolégica y molecular permitié identificar seis especies de
Fusarium asociadas a la pudricion de mazorca, pertenecientes a los complejos
Fusarium fujikuroi (F. verticillioides, F. subglutinans, F. temperatum, F. andiyazi y
F. sudanense) y Fusarium graminearum species complex (F. boothii),
confirmando que la enfermedad en El Bajio es causada por un complejo diverso
de especies filogenéticamente cercanas, en concordancia con el objetivo

especifico 3.

El uso combinado de los marcadores TEF-1a y RPB2, junto con analisis
filogenéticos multilocus concatenados, proporciond una identificacion taxonémica
robusta y confiable, resolviendo la delimitacién de especies dentro de complejos
con alta cercania evolutiva y confirmando la existencia de linajes genéticamente
diferenciados. En F. verticillioides, la deteccion de dos haplotipos del gen TEF-
1a, con predominio de uno mayoritario, sugiere una estructura genética

relativamente homogénea para la poblacion analizada.

La caracterizacion morfolégica y cultural fue congruente con la identidad
molecular de los aislados; sin embargo, se corroboré que, particularmente dentro

del complejo Fusarium fujikuroi, la plasticidad fenotipica y el solapamiento de
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caracteres limitan la identificacion basada unicamente en morfologia, lo que
confirma la necesidad de enfoques integrativos para el diagndstico preciso de

Fusarium spp.

Las pruebas de patogenicidad demostraron que todas las especies
caracterizadas son capaces de inducir sintomas tipicos de pudricion de mazorca
en maiz, y el reaislamiento del patogeno confirmé su relacion causal con la
enfermedad, cumpliendo los postulados de Koch y validando el objetivo

especifico 5.

La deteccion y cuantificacion de zearalenonas (ZEA), deoxinivalenol (DON) y
fumonisinas (FUN) en grano bajo condiciones de campo evidencié una variacién
espacial significativa entre sitios, asociada a las condiciones ambientales durante
las etapas fenolégicas R1-R6. ZEA se presentd de manera restringida y asociada
principalmente a la temperatura promedio, DON mostré6 dependencia de la
interaccion entre temperatura, humedad relativa y precipitacion, mientras que
FUN presento alta frecuencia de valores no detectables, lo que indica que su
acumulacién depende de combinaciones ambientales especificas, cumpliendo el

objetivo especifico 4.

La integracibn multivariada de micotoxinas permitié identificar perfiles
micotoxigénicos diferenciados entre sitios (bajo, intermedio y alto riesgo),
proporcionando una base cuantitativa para la regionalizacion del riesgo

micotoxigénico y para el disefio de estrategias de monitoreo y manejo focalizado.

Las pruebas de patogenicidad mediante inoculacién por especie demostraron
que las seis especies de Fusarium difieren significativamente en su capacidad
toxigénica, confirmando un potencial micotoxigénico intrinseco que puede no
expresarse plenamente bajo condiciones ambientales desfavorables en campo.
Fusarium boothii destaco por su alta produccién de DON y ZEA, mientras que F.
sudanense y F. verticillioides mostraron mayor capacidad para producir

fumonisinas.

La comparacién entre muestreos de campo e inoculaciones confirmé que la

presencia o ausencia de micotoxinas en condiciones naturales refleja la
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interaccion especie—ambiente—hospedero, por lo que la baja deteccion en campo
no implica ausencia de especies toxigénicas, sino limitacién en la expresion del

metabolismo secundario.

En términos de inocuidad, se identificaron sitios que superaron valores de
referencia para consumo humano en ZEA y DON, y se evidencio un riesgo latente
bajo infeccion efectiva, lo que subraya la necesidad de vigilancia continua,
especialmente en sistemas donde el grano se destina al autoconsumo o a la

alimentacién animal sin controles previos.

En conjunto, los resultados sustentan la hipotesis planteada, al demostrar que la
pudricién de mazorca en maiz en El Bajio mexicano esta asociada a un complejo
de especies de Fusarium con capacidad patogénica y potencial micotoxigénico,
cuya incidencia, distribucion y expresion toxigénica varian en funcién del hibrido,

el sitio de siembra y las condiciones ambientales.

Finalmente, se concluye que es necesario desarrollar investigaciones
complementarias orientadas a la identificacién de genes y clusteres biosintéticos
asociados a fumonisinas, tricotecenos y zearalenonas, asi como a la validacion
de los factores ambientales predisponentes en distintos ciclos agricolas, con el
fin de fortalecer la prediccion del riesgo, el manejo fitosanitario y la seguridad

alimentaria del maiz en México
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