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Protocolo para Proyecto de Investigaciéon 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Control Biologico de Fusarium verticillioides y Fumonisinas en Maiz con Especies de

Trichoderma en Tratamiento a Semilla $ 70, 000

2.- Introduccion

Las semillas son importantes fuentes de indculo de innumerables patogenos, entre ellos varias especies de Fusarium.
Para el cultivo de maiz las especies de Fusarium mas importantes en semillas son F. verticilloides, F. proliferatum, F.
subglutinans (los tres denominados previamente como F. moniliforme). F.graminearum, F. sporotrichioides, F.
oxysporum, F. solani, y F. equiseti De todos ellos F. verticilloides y F.graminearum son los mas frecuentes. La
incidencia de F. verticilloides, es alta (mayor al 20% hasta el 100%), en cambio la incidencia de F. graminearum es
baja (Carmona y Scandiani, 2011).

Fusarium verticillioides es uno de los patégenos fungicos mas importantes del maiz. Las fumonisinas producidas por
este patdgeno representan una amenaza para la salud humana y animal. Debido a que la sefalizacién de cAMP ha
sido implicada en la regulacion de diversos procesos de desarrollo e infeccién en patoégenos fungicos (Choi y Rong,
2010).

Fusarium verticillioides produce fumonisinas, las cuales fueron descubiertas en 1988. Se ha relacionado la fumonisina
B1 (FB1) con la presentacion de cancer esofagico en humanos, leucoencefalomalacia en equinos y edema pulmonar
porcino entre otros. EI mecanismo de accién toxica de las fumonisinas involucra la inhibicién de la enzima ceramida
sintetasa, generando un actmulo de las bases esfingiodes y una disminucion de los esfingolipidos complejos. Se
encuentra clasificada segun la IARC dentro del grupo 2B (Duarte y Villamil, 2006).

Los avances han demostrado el efecto de Trichoderma en plantas, incluyendo induccién sistémica o resistencia
localizada, en adicion para la induccion de rutas de resistencia en la planta, incrementa el crecimiento y disponibilidad
de nutrientes, en maiz incrementa la respuesta al crecimiento en genotipos especificos (Harman, 2006). En tanto
Shoresh et al, (2005) reportan que Trichoderma asperellum induce resistencia sistémica en plantas de pepino
mediante elevado nivel de etileno y acido jasmonico, teniendo efecto protector contra Pseudomonas syringae pv.
lachrymans.

Objetivos

e Determinar la eficiencia en el control bioldgico de las diferentes especies de Trichoderma.

e Determinar la eficiencia de las cepas de Trichoderma en la reduccion de Fumonisinas.

Hipotesis
El control Biologico reducira la incidencia y severidad de Fusarium verticillioides y de Fumonisina en los genotipos de
maiz.

3.-Revisién de Literatura
El maiz también tiene una importancia mas alld de México ya que este es un alimento basico que es cultivado por
agricultores pobres en Africa y Asia, y este también es un producto comercializado en los mercados mundiales,

formando la base de las cadenas agro-industriales, produciendo productos de fécula y proteina (FAO, 2013).

Fusarium verticillioides es el principal hongo patogeno que afecta la productividad del maiz en el mundo. Este hongo
penetra a la planta por distintas rutas e infecta raices, tallo y mazorca. El patdgeno produce varias toxinas en el tejido
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_y en los granos del maiz, lo que disminuye su calidad. Las fumonisinas son las toxinas mayoritarias excretadas por el
hongo. (De la Torre et al., 2014).

Fusarium verticillioides ataca en todos los estados de crecimiento de la planta de maiz y a diferentes partes de la
misma induciendo enfermedades de pre y postcosecha que causan reduccion del rendimiento y afectan la calidad de
la semilla (Schulthess et al., 2002).

Las pérdidas en el rendimiento de maiz debido a las enfermedades en los Estados Unidos y Ontario, Canad4 del afo
2012 al 2015 a variaron del 2 al 15%, en este caso la pudricion del tallo (Fusarium verticillioides) es la quinta o sexta
causa mas importante de pérdida de rendimiento relacionados con las enfermedades, mientras que la pudricién de la
mazorca (Fusarium spp y Aspergillus spp) se clasificé como la principal que causo la pérdida de rendimiento en el afio
2012. En general, el total estimado de pérdidas econdmicas debidas a las enfermedades durante los cuatro anos
fueron de 27.4 millones de dolares (APS, 201 B6).

Los defectos del tubo neural (NTDs) son defectos embrionarios del cerebro y la médula espinal que resultan del fallo
del tubo neural. EI consumo de folato materno, especialmente en el primer trimestre, es critico para reducir el riesgo de
NTDs en fetos. Debido a que las fumonisinas alteran el metabolismo esfingolipido y, por lo tanto, el transporte de
folato a través de las membranas celulares, se ha demostrado que inducen NTD en ratones de laboratorio. Por lo
tanto, es posible que la exposicion a la fumonisina pueda desempefiar un papel en la incidencia de DTN en
poblaciones humanas de alto riesgo, por ejemplo, poblaciones en las que el consumo de folato es bajo, el consumo de

maiz es alto y las contaminaciones climaticas y ambientales son favorables para la acumulacion de fumonisina (Wu et
al., 2014).

Argumedo et al., (2009) informaron acerca de las especies de hongos que pertenecen al género Trichoderma, han
sido plenamente caracterizadas por tener aplicacién en el ambito agricola, principalmente para el control biologico de
otros organismos patodgenos que atacan a los cultivos. Sin embargo, los estudios sobre su comportamiento y su efecto
en ambientes terrestres y acuaticos contaminados han sido escasamente estudiados.

Velazquez et al., (2011) reportan que Trichoderma sp. induce la acumulacién de acido jasmonico, acido salicilico y
camalexina en plantulas de Arabidopsis thaliana.

Trichoderma spp. aumento significativamente la produccion de terpenoides y la actividad de peroxidasas en plantulas
de algodon (Hanson and Howel 2004).

4.- Procedimiento Experimental

1.- Produccion masiva de las especies de Tricoderma (harzianum, asperellum y longibrachuiatum).

Se realizara en medio de cultivo PDA (2 litros/especie) en cajas petri dejandolas a temperatura ambiente durante 15
dias para que cuente con una mayor esporulacion.

2.- Preparacion del terreno
Se realizara barbecho, surcado y rastra en el terreno establecido.

3.-Recoleccion de cepas de Trichoderma de acuerdo a la especie
Se rasparan las cajas petri ya esporuladas con una varilla de dispersion y se juntaran las esporas de acuerdo a la
especie en un matraz con agua destilada esteril.

4.- Inoculacion a los genotipos de maiz _ '
Se inocularan los genotipos (VS-221, Jaguan, Cafime, y un Criollo) con las diferentes especies de Trichoderma con
una concentracion de 1x108 de acuerdo a Chandra et al., (2008).
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5.- Siembra

Se sembraran los genotipos de maiz en un disefio de blogues completamente al azar, en el cual seran los
siguientes tratamientos: Testigo absoluto, Testigo quimico, y las especies de Trichoderma (harzianum, asperellum 3%
longibrachiatum).

G.-Labores de cultivo
Se manejaran durante el ciclo del cultivo aspectos de nutricién, plagas y control de maleza.

7.- Cosecha
Se cosecharan sus mazorcas y se juntaran de acuerdo al tratamiento realizado.

8.- Evaluacion de la incidencia en el Laboratorio de Fitopatologia de Posgrado

En este caso se hara un analisis fenotipico de las plantas y se clasificarén en sanas (sin algdn sintoma) y enfermas
(con sintomas de la enfermedad).

Se determinara la eficiencia técnica de tratamientos de acuerdo a la formula de Abbott (1925).
La incidencia se procesara mediante un andlisis de varianza con arreglo factorial de dos factores (AxB), en el
programa de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon version 2.5.

9.- Evaluacion de la severidad en el Laboratorio de Fitopatologia de Posgrado

40 plantas se seleccionaran al azar por repeticion y Se cosecharan sus mazorcas, para poder determinar el
porcentaje de dafo se utilizara la escala de Ledn et al. (1997).

Para el analisis de datos se utilizara la prueba de Friedman.

Procedimiento para el segundo objetivo:
Para el andlisis de Fumonisinas se hara con el siguiente método:

1.- Extraccion y cuantificacion de micotoxinas por el método de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA).

En el cual primero se prepara la muestra, se molera cierta cantidad de grano de maiz en una licuadora, se tamizara
y se homogenizara. La muestra se mezclara con metanol, se agitara y medira su pH y si es necesario se ajustara,
posteriormente con una micropipeta de 1000 pl, se pasara cierta cantidad de agua destilada vy del extracto en un tubo
ependor y la muestra se procesara en el AgraQuant® Total Fumonisin COKAQS3000, su rango de cuantificacion -
0.25 - 5.0 ppm, para obtener los resultados se hara en un lector de Elisa.

2.- Los resultados se examinaran en el andlisis de varianza y prueba de separacion de medias, utilizando la prueba de
rangos multiples de Tukey al 0.05, empleando el programa de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma
de Nuevo Leon versién 2.5.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar ENEREIM (A [ M

Realizar la evaluacién de la incidencia de los hongos | X [ X | X
causantes de la pudricion de la mazorca en los
diferentes genotipos cosechados.

Realizar las pruebas para determinar la calidad de la X Tk K
semilla

Realizar el andlisis cuantitativo de Fumonisinas . X | X
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Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar E F M A M J J A S | OBINEEDE

Realizar la evaluacion de la incidencia de [ 10% | 10% | 10%
los hongos causantes de la pudricién de la
mazorca en los diferentes genotipos
cosechados.

Realizar las pruebas para determinar la 10% | 10% | 10%
calidad de |a semilla

Realizar el andlisis de Fumonisinas 20% | 20%

Duracién total del proyecto

| Afio de Inicio  [2018 | Afio estimado de conclusién | 2018 H
5.-Productos Esperados
e Tesis
¢ Articulo
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