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RESUMEN

Las secuencias de ADNr han sido utiles para clasificar a muchos basidiomicetos, debido a
que se pueden caracterizar en muchos niveles taxonémicos en base a sus regiones conservadas y
variables. Tal es el caso de los Ustilaginales, los cuales tienen importancia por sus implicaciones
econdmicas adversas, por lo que han sido estudiados mediante algunas de estas técnicas,
especialmente con la regién ITS del ADNr, ya que muestran diferencias a nivel de nucle6tidos,
permitiendo establecer la diversidad genética de hongos a nivel inter e intra-especifico. En este
contexto se tiene a Ustilago maydis, el cual es un hongo que infecta al maiz produciendo el
“huitlacoche” o “carbon del maiz” del cual existen estudios limitados sobre Su caracteristicas
morfoldgicas y genéticas. Por lo que en esta investigacion se realizd un estudio sobre la
caracterizacion de méas de 100 especimenes de huitlacoche y las cepas aisladas de éstas,
obtenidas de 42 zonas geograficas de nueve estados de México (Chiapas, Guanajuato, Hidalgo,
México, Morelos, Puebla, Querétaro, Tlaxcala, y Veracruz). Se determind que existe correlacion
entre el origen con el indice de severidad y con la variedad de maiz, siendo los maices blancos
los mas susceptibles. También se encontrd correlacion entre el color de las agallas con su textura
y con su tamafio, ya que al ser mas obscuras, son méas blandas y grandes. Asi mismo, se
determind la diversidad genética de 36 cepas mediante la region ITS del ADNr, encontrando que
existe una significativa diversidad genética entre ellas (4.3%) por anélisis de maxima parsimonia,
lo que puede deberse a la existencia de poblaciones pertenecientes a subespecies, razas o biotipos
de U. maydis.

Palabras clave: Diversidad genética, region ITS del ADNr, Ustilago maydis, recursos geneticos.
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ABSTRACT

rDNA sequences have been useful to classify many Basidiomycetes, because they can be
analysed on the basis of their conserved and variable regions. This is the case of Ustilaginales,
which have negative economic impact on agriculture, and their inter- and intra-specific genetic
diversity has been assessed through the nucleotide differences at the ITS region of the rDNA. In
this context, Ustilago maydis is a fungus that infects corn producing the "huitlacoche” or corn
smut, and there are limited studies on its morphological and genetic characteristics. In this
research, more than 100 specimens and strains of "huitlacoche", obtained from 42 geographical
areas of nine States of Mexico (Chiapas, Guanajuato, Hidalgo, México, Morelos, Puebla,
Querétaro, Tlaxcala, and Veracruz), were characterized on the basis of morphology. A
correlation was found between the origin and the rate of severity, as well as the variety of corn,
white corn being the most susceptible. We also found a correlation between the color of the galls
and its texture and size, darker galls are softer and bigger. A significant genetic diversity (4.3%)
was found in 36 strains of U. maydis using the ITS region of the rDNA, through maximum
parsimony analysis, suggesting the existence of populations belonging to subspecies, races or

biotypes.

Key words: Genetic diversity, “huitlacoche”, ITS-rDNA region, Ustilago maydis, genetic
resources.
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l. INTRODUCCION

1.1 Importancia del huitlacoche [Ustilago maydis D.C. (Corda)] en México.

Los carbones, tizones o royas son hongos conformados por aproximadamente 1,200
especies que pertenecen al orden de los Ustilaginales, caracterizados por producir enfermedades
a angiospermas causando significativas pérdidas agricolas en el mundo. Uno de los miembros
mas importantes de estos es Ustilago maydis D.C. (Corda), el cual infecta exclusivamente al
maiz (Zea mays) y a su antecesor el teosinte (Zea mays ssp. parviglumis), de ahi su nombre,
“carbon del maiz”, aunque en México es mejor conocido como huitlacoche o cuitlacoche.

El huitlacoche se ha consumido en México desde la época prehispanica debido a su sabor
exquisito, sin embargo, su consumo era exclusivo para los emperadores ya que era considerado
un manjar. Debido a su sabor Unico, el consumo de huitlacoche va en aumento, ya que tiene una
gran demanda en Europa, Japén y Estados Unidos, principalmente. También se ha considerado
como uno de los platillos de la alta cocina internacional, y de la “nueva cocina mexicana”,
debido a que es utilizado por chefs prestigiados en restaurantes exclusivos, preparando sopas,
cremas, omelettes, budines, mousse; relleno de crepas, chiles poblanos, pechugas de pollo,
ternera, escalopas de cerdo y filete de pescado; y salsas para acompafiar otros platillos. Por ello
se le ha reconocido como exquisitez culinaria en diversos periddicos y revistas como “Le
Monde”, “New York Magazine”, “Playboy”, “Country Living”, “Bon Appétit”, “Vogue”, “The
Egyptian Gazette”, y otras (Gonzalez- Alamillo, 2010; Jiménez de Leon, 2007).

Esto ha provocado que se realicen una variedad de estudios respecto a este producto, por
ejemplo, se ha determinado sus propiedades nutricionales por varios autores, entre ellos,
Valverde y Paredes- Lopez (1993), Venegas et al. (1995), Valverde et al. (1995), Paredes- Lopez
(2000), y Castro-Espinoza y Ruiz- Hernandez (2003), quienes han reportado datos dentro de
rangos similares y complementarios acerca de su composicion proximal en base seca, mostrando
que la cantidad de proteinas es moderada (1.62 a 16.4 %), el contenido de hidratos de carbono y
fibra es alto (53 a 66.5 % y 7.5 a 26.6 %, respectivamente), mientras que el de grasas es bajo
(1.0 a 6.5 %), contiene aminodacidos esenciales como la lisina, glicina, valina, leucina, y acido
glutdmico, asi como otros catorce aminodcidos comunes, y otros no comunes como el acido y-

aminobutirico, ornitina, y el &cido tricotdbmico (Lizarraga-Guerra y Lopez, 1996). Su contenido



de &cidos grasos es elevado, siendo los predominantes el palmitico, el oléico y el linoléico
(Gunasekaran, 1972; Valverde y Paredes- Lopez, 1993; Venegas et al., 1995). También contiene
monosacaridos, siendo los méas abundantes la glucosa, la fructosa, el glicerol, el sorbitol, y el
manitol (Lizarraga-Guerra y LOpez, 1998). Ademds contiene cantidades considerables de
polifenoles, B-glucanos, azucares libres, y compuestos antioxidantes tales como lacasas y
tirosinasas, las cuales tienen efectos antioxidantes sobre p- hidroxifenoles in vitro (Desentis-
Mendoza et al., 2006) y que lo hacen un alimento nutracéutico. Asi mismo contiene niveles
adecuados de vitaminas (tiamina, biotina, riboflavina, niacina, &cido félico y acido ascorbico) y
minerales como calcio, nitrégeno, fosforo (Paredes- Lopez y Valverde, 2006; Castro- Espinoza y
Ruiz- Hernandez, 2003), y oligoelementos como el cromo, cobre, hierro, manganeso, niquel y
plomo (Serafin-Mufioz et al., 2005).

Por estas razones, el huitlacoche ha llegado a alcanzar un precio en el mercado de Estados
Unidos hasta 20 USD/ Kg, como producto congelado, aunque como producto fresco se
comercializa a 11.16 USD$/ Kg y 3.5 USD$/ mazorca. Sin embargo, la produccién natural o
espontanea es insuficiente para el mercado, ya que en la época de mayor oferta, que es en los
meses de Julio y Agosto, se comercializan entre 300 a 500 toneladas de producto fresco por afio
en los mercados de la ciudad de México (Kealey y Kosikowski, 1981, citado en Villanueava,
1997). Por ello, los productores de maiz y los investigadores han intentado algunas técnicas para
inducir la infeccidn, evaluando cepas nativas, mezclas de ellas y hasta cruzas altamente
infectivas, cantidad de in6culo, forma y época de aplicacion del indculo, las condiciones
ambientales, etc., tanto a campo abierto como en invernadero, para producir el mayor porcentaje
de incidencia (nimero de plantas infectadas entre el nimero de plantas inoculadas, y el mayor
indice de severidad (porcentaje del area de la mazorca cubierta con agallas) en las mazorcas
inoculadas (Villanueva, 1997).

En el afio de 1963 Christensen reporté un amplio trabajo sobre la diversidad fenotipica de
U. maydis, el cual presento la diversidad de las diferentes estructuras formadas en su ciclo de
vida, es decir, en las formas, colores, tamafios, texturas y numero de las teliosporas, esporidias,
micelio y agallas. La diversidad de cada una de ellas se debe a que U. maydis se desarrolla de
diferente forma dependiendo del sustrato (parte de la planta, variedad de maiz, o medio de
cultivo artificial), y de las condiciones de desarrollo (agroecoldgicas en el campo o de cultivo en

el laboratorio). Dicha diversidad es amplia si se toma en cuenta que s6lo se desarrolla



naturalmente en sustratos especificos como el teocintle (Zea mexicana), el teosinte (Euchlaena
mexicana), y el maiz (Zea mays), y de que en este Gltimo, solo se desarrolla en algunas
variedades, siendo las dulces las més susceptibles. En este trabajo Christensen muestra una
recopilacién muy extensa sobre las caracteristicas fenotipicas de U. maydis, reconociendo que
desde entonces, ya existia un nudmero indefinido de biotipos nativos, tanto haploides como
diploides, ademas de los nuevos obtenidos por hibridacion y mutacion, existiendo hasta 1954,
15,000 diferentes biotipos segin Rowell y DeVay (1954, citado en Christensen, 1963). En
dicho documento se incluyen cepas de diferentes paises, sin embargo, ninguno que involucrara a
las de México. Despueés de esa fecha y hasta la actualidad, no se han reportado trabajos sobre
este tema.

Por otra parte, en los Gltimos afios se ha logrado establecer sistemas taxondmicos fiables
mediante las herramientas desarrolladas por la biologia molecular. Tal es el caso de la
filogendmica, la cual es una poderosa herramienta para identificar el linaje de organismos gracias
a la disponibilidad de los genomas completos de muchos de ellos, lo cual es posible ain cuando
no se cuente con datos completos del patron estudiado. También se ha logrado determinar, entre
otros aspectos, la diversidad genética entre las especies y sus relaciones, la cual ha sido
determinada de forma confiable mediante el uso de marcadores moleculares, principalmente los
fragmentos de restriccion polimorficos (RFLP), el ADN polimorfico amplificado al Azar
(RAPD), las secuencias simples repetidas (SSR), y los espaciadores internos transcritos (ITS).
Por ello, los datos obtenidos mediante estas técnicas moleculares, han podido ayudar a una mejor
comprension de la sisteméatica morfoldgica cuando la variacion de estos datos es limitada y la
homologia de estos caracteres no es clara. En el caso de U. maydis existe una aportacion
significativa de las técnicas moleculares hacia el conocimiento de éste, ya que probablemente es
el hongo fitopatdgeno que méas se ha sujetado a analisis experimentales, sirviendo como un

modelo primario (Hu et al., 2007) y genético por méas de cuarenta afios (Holliday, 2004).

1.2 Planteamiento del problema y justificacion del estudio en la caracterizacion de Ustilago

maydis.

A pesar de las propiedades y avances mencionados sobre el huitlacoche (U. maydis), y de

que éste representa no tan sélo una fuente de alimento, sino de generacion de recursos



economicos en las regiones productoras de maiz del centro del pais. En México no existen
estudios sobre su caracterizacion clasica, y s6lo se tienen estudios escasos sobre sus
caracteristicas genéticas. Asi mismo, los estudios de su diversidad genética mediante técnicas
moleculares en México han sido limitados, ya que por un lado, sélo se ha trabajado con un
pequefio nimero de cepas, algunas que no son de México, y por otro, solo se han tratado con una
sola técnica, los RFLP. Como por ejemplo, el trabajo realizado por Zambino et al., (1997),
quienes trabajaron con muestras de U. maydis de cuatro lugares de Minesota, mediante la técnica
de RFLP; demostrando que existe una alta diversidad del locus de apareamiento b dentro de las
poblaciones, pero niveles muy bajos de diferenciacion entre las poblaciones, y que los tipos de
acoplamiento fueron encontrados a través de las distancias geograficas amplias. Un trabajo
similar en México, fue realizado por Valverde et al. (2000), donde se estudiaron 30 cepas nativas
de U. maydis pertenecientes a cinco diferentes lugares de México (Irapuato, Toluca y Pachuca,
Oaxaca, y Culiacan) mediante RFLP; determinando que la poblacion de Irapuato fue la mas
divergente, mientras que las de Oaxaca y Pachuca estan muy relacionadas; sin embargo, no se
encontrd correlacion entre las distancias genéticas y geograficas entre estas cepas, es decir, que
se determind que existe diversidad genética considerable dentro y entre ellas.

Con base a lo anterior, las preguntas centrales del problema de investigacién en el
presente estudio fueron:

¢Qué nivel de diversidad genética existird en cepas de U. maydis provenientes de
diferentes zonas geogréaficas del centro de México?

¢La diversidad genética existente en cepas de U. maydis provenientes de diferentes zonas
geograficas del centro de México se puede identificar satisfactoriamente mediante la regién ITS
del ADNr?

¢ Los datos de diversidad fenotipica y genética de U. maydis tendran alguna relacion?

Dado que en México no se cuenta con estudios documentados acerca de las
caracteristicas fenotipicas de huitlacoche y de las diversas estructuras formadas en el ciclo de
desarrollo de U. maydis, y que sélo se cuenta con estudios limitados acerca de la diversidad
genetica de este hongo, con el presente estudio se podra tener una base de datos con las
caracteristicas principales del huitlacoche de diferentes zonas geograficas del centro de México,
las cuales se puedan relacionar con las caracteristicas genéticas para generar mayor conocimiento

acerca de este hongo, ya que el entendimiento de la diversidad genética es necesario para



estudiar las poblaciones a partir de su estructura genética con el fin de aplicarse en programas de
mejoramiento.

De igual forma dichas cepas se conservardn en el Centro de Recursos Genéticos de
Hongos Comestibles (CREGENHC) del Colegio de Postgraduados Campus Puebla, para que en
un futuro, este material y mediante los resultados obtenidos en la presente investigacion,
proporcionen informacion genética basica que pueda servir para orientar y fortalecer los estudios
respecto a este hongo, como por ejemplo, la seleccion de cepas de U. maydis, las cuales sirvan
para generar programas de investigacion y desarrollo de estrategias de mejoramiento genético, y
por lo tanto de la produccion de huitlacoche en México y principalmente en Puebla, con lo cual a
su vez, se logre tener un mayor aprovechamiento de este producto que genere recursos
econdmicos y ademas colaboren en la conservacion de estos materiales al igual que han
mantenido sus sistemas tradicionales agricolas con lo que han logrado aprovechar los recursos

genéticos.

1.2 Hipdtesis.

La presente investigacion se basd en encontrar respuesta al planteamiento de las

siguientes hipotesis.

1.2.1 Hipdtesis general.

Dado que México es el centro de origen del maiz, y de que éste presenta una gran
diversidad en sus variedades nativas, es de esperarse que las poblaciones nativas de huitlacoche
(U. maydis) provenientes de diferentes zonas geograficas del centro de México presenten
diversidad genética a nivel de subespecies, razas o biotipos, la cual puede presentar relacién con
algunas caracteristicas fenotipicas.

1.3.2 Hipotesis particulares

a) Las cepas de las poblaciones nativas de huitlacoche (U. maydis) provenientes de diferentes
zonas geograficas del centro de México presentan diversidad genética a nivel de
subespecies, razas o biotipos.

b) El indice de severidad presente en cada espécimen de huitlacoche esta relacionado con la

variedad de maiz.



c) El indice de severidad presente en cada espécimen de huitlacoche esta relacionado con su
procedencia.

d) El indice de severidad presente en cada espécimen de huitlacoche esta relacionado con las
caracteristicas fenotipicas de las agallas como el tamafio, color y textura.

e) El indice de severidad presente en cada espécimen de huitlacoche esta relacionado con las
caracteristicas fenotipicas de las teliosporas y las esporidias.

f)  El lugar de procedencia donde se desarrolla el huitlacoche esté relacionado con la variedad
de maiz.

g) Las caracteristicas fenotipicas de los especimenes de huitlacoche tienen relacién con su

diversidad genética.

1.3 Objetivos.

En base a lo mencionadas en el apartado anterior, en el presente trabajo se analizaron
cepas de huitlacoche (U. maydis) nativas de diferentes zonas geograficas del centro de México
mediante la region ITS del ADNr y algunas variables fenotipicas, para lo cual se plantearon los

siguientes objetivos:

1.3.1 Objetivo general.

Determinar la diversidad fenotipica y genética del huitlacoche (U. maydis) de diferentes
zonas geogréficas del centro de México para conocer la relacion filogenética entre sus

poblaciones.

1.3.2 Objetivos particulares

a) Generar una base de datos sobre las caracteristicas fenotipicas de huitlacoche de
diferentes zonas geogréaficas del centro de México para identificar y seleccionar maices y
mazorcas de huitlacoche que contengan mas caracteristicas productivas y comerciales.

b) Sistematizar y analizar estadisticamente las caracteristicas fenotipicas de huitlacoche
(U. maydis) para establecer relaciones entre ellas que sirvan de base para su aprovechamiento en

areas productoras de maiz del centro y sur del pais.



c) Determinar la diversidad genética que existe en poblaciones de U. maydis aisladas en
diferentes zonas geogréaficas del centro de México mediante el analisis de la region ITS del
ADNIr.

d) Generar e identificar una coleccion de cepas de U. maydis que sirvan de base para

disefar estrategias de aprovechamiento en areas productoras de maiz del centro y sur del pais.



1. MARCO CONCEPTUAL DE LA DIVERSIDAD DE Ustilago maydis

2.1 Sistemas de clasificacion de los organismos.

Dada la gran variedad de organismos en la Tierra, desde la época primitiva el ser humano
siempre ha tratado de clasificar a los seres vivos, basandose en sus semejanzas y diferencias.
Siendo Aristoteles el primero en establecer un sistema de clasificacion, dividiendo a los seres
vivos en reino animal y reino vegetal. Mientras que Teofrasto clasifico a las plantas de acuerdo a
su forma de crecimiento y basado en similitud de estructuras, teniendo tres formas: arboles,
arbustos y hierbas. Dos mil afios después, en los siglos XVI y XVII los cientificos clasificaron a
las plantas y animales de acuerdo a sus caracteristicas estructurales y su valor medicinal.

A inicios del siglo XVIII Carlos Linneo asigné a cada organismo en una categoria
grande, el reino, y a cada una de estas categorias las dividié en otras mas pequefias, el género y la
especie, donde entre mas pequefio era el grupo, eran mas parecidos los miembros que lo

conformaban.

2.2 Clasificacion mediante caracteristicas morfoldgicas y genéticas.

El sistema de Linneo se baso sélo en las similitudes de la estructura externa, es decir, en
sus caracteristicas morfologicas o fenotipicas. Actualmente esta clasificacion sirve de base o para
complementar estudios genéticos.

Para clasificar a los organismos morfol6gicamente, primero se estudia la estructura
general del organismo en estudio, y después se trata de encontrar estructuras, formas, colores,
tamanfos, formas y/o estructuras de reproduccion, y otras caracteristicas homdlogas.

En base a lo anterior, el concepto del arbol de la vida de Darwin establecido en el afio de
1840, estuvo sustentado en la comparacion de las caracteristicas que se diagnosticaban sobre la
morfologia de los organismos, convirtiéndose en la base de la sistemética de los taxones. Sin
embargo, estos caracteres son incoherentes e inestables, ya que estan fuertemente influenciadas
por las condiciones ambientales, ademas de que son insuficientes para resolver la sistematica

taxondmica y las relaciones evolutivas.



La taxonomia se basa en el estudio de las relaciones evolutivas, por lo que una especie
estd basada en su la historia evolutiva. Para ello, primero se estudia la estructura general de
dicho organismo buscando estructuras homologas, es decir, aquellas que tienen una similitud
bésica, las cuales también se han desarrollado en otros organismos con un antecesor comun. Asi
mismo, se estudia el ciclo de vida del organismo en estudio para encontrar un parecido
embrioldgico con otros organismos. Y si se tiene algun registro fosil, se determinan las
relaciones con otros organismos a través del tiempo.

Lo maés usual es determinar el grado de parecido, el tipo y secuencia de aminoécidos en
proteinas similares en la especie a estudiar en relacion con otras parecidas, o bien el parecido
genético entre los cromosomas, mediante la comparacion de segmentos de ADN o ARN. Para lo
cual se han desarrollado diversas técnicas de biologia molecular, que han permitido realizar
analisis filogenéticos basados en la conservacion de las secuencias de algunas moléculas,
principalmente el ARN ribosémico (ARNTr) (Konnin, 2009; Petersen y Hughes, 1999).

2.3 Diversidad genética y los factores que intervienen en ella.

A partir de 1859, con la publicacion del libro “El origen de las especies” de Charles
Darwin, el concepto de la formacion de nuevas especies ha sido la base para explicar la teoria de
la evolucidn, la cual da como resultado a la biodiversidad en funcion de diferentes factores como
se vera a continuacion.

La variabilidad genética es la base del proceso genético, ya que es la habilidad genética
para variar, lo que implica que se debe tener la capacidad para responder a variaciones
ambientales y a cambios en los objetivos de seleccién (Rochambeau et al., 2000). En general, se
tienen dos tipos de variabilidad genética, la continua y la discontinua. La variabilidad continua se
presenta cuando en una especie determinada, las diferencias entre sus individuos son graduales y
son provocadas por el ambiente que afectan solamente al fenotipo y por ello, no son heredables
(Burd, 2009). Mientras que la discontinua o mutacion, es brusca y no se debe a cuestiones de
herencia, es decir, es espontanea y se da en el seno de una poblacion (Reeve y Sherman, 2009).
Se puede concluir entonces, que la variacion es la materia prima donde la seleccion actua, y que
el resultado de estos dos proceso es la evolucion, por lo que la variacion hereditaria es el
resultado de la mutacion, del paso de material genético entre poblaciones y la recombinacion de

factores genéticos junto con la seleccion que moldea el patron de la variacion (Ayala et al., 2000;



Barton y Keightley, 2002; Reznick, 2009). En el caso de las poblaciones, la diversidad genética
se incrementa por la reproduccion, tanto sexual como asexual o su combinacion, produciendo
nuevas combinaciones genéticas (Wolfe y McDermott, 1994; McDonald et al., 1995).

La variabilidad genética de una poblacion depende de diferentes factores, tales como la
seleccion, la recombinacion sexual y parasexual, la mutacion, y la fluctuacion genética, entre
otros. En el caso de los hongos fitopatdgenos, la variabilidad genética es muy comun, los cuales
dependen de un proceso de mutacidn y recombinacion.

La seleccidon natural o coevolucion, se refiere a los cambios genéticos reciprocos que
ocurren en dos 0 mas especies que ineractian ecoldgicamente. Esta es el resultado de la
reproduccion diferencial de unas variantes con respecto a otras, y actia sobre los dos factores
principales de la variabilidad genética - la mutacion y la recombinacion-. Esto hace posible que
sobrevivan individuos que interaccionan mas eficientemente con el medio ambiente. De forma
mas explicita, es el producto obtenido debido a la variacion fenotipica entre los individuos de
una poblacion, a la supervivencia o reproduccion diferencial asociada a la variacion, y a la
herencia de la variacion (Reznick, 2009; Mitton, 2009).

La recombinacion es el proceso por el cual una hebra de material genético, ya sea ADN
0 ARN, se rompe Yy después se une a otra molécula de ADN o ARN diferente. En forma natural
ésta se lleva a cabo en eucariotas, durante la meiosis mediante el entrecruzamiento cromosomico
entre los cromosomas apareados. Este proceso conduce a que la progenie tenga diferentes
combinaciones de genes de sus padres y pueda producir alelos quiméricos. Este proceso también
influye en la variabilidad genética, la cual, para organismos fitopatdgenos, ocurre a través de
procesos de hibridacion somatica, donde se intercambia el material nuclear y el citoplasmatico,
los cuales generan el aumento de la diversidad genotipica en poblaciones de patdgenos
(Ellingboe, 1961).

La migracién de genes se produce cuando llegan individuos a una poblacion que causan
el movimiento de genes (flujo genético) hacia dentro o fuera de la poblacion (Mousseau y
Olvido, 2009). Dentro de las especies, el flujo de genes entre poblaciones suplementa la
mutacion y la recombinacion, esparciéndose desde un area a otra. El flujo de genes tal vez es el
maés simple debido a que contribuye a una diversidad de baja estimacion.

La mutacién es un proceso genético fundamental y es la fuente principal de las nuevas

variaciones geneticas, por lo que gracias a ellas, es posible el proceso evolutivo de la vida

10



(Harrison, 2009). Segin De Vries en su obra “Die mutations theorie” concluyd que gran parte de
la evolucidn se debe a los cambios discretos repentinos llamados mutaciones, las cuales son
alteraciones esponténeas del material hereditario (Grant y Shoemaker, 2009). Sin embargo,
actualmente se sabe que estos cambios repentinos no son debido a las mutaciones, sino a la
redistribucion de la variacion genética producida por la recombinaciéon (Johnston, 2009). La
mutacion contribuye a la diversidad efectiva de poblaciones, la cual es afectada por el coeficiente
de mutacion, el nivel ploide de la poblacion, y el tamafio de la poblacion. La mutacion
espontanea es un recurso poderoso para la variacién en muchas poblaciones de patdgenos.

La deriva genética se da cuando se presentan eventos producidos al azar que provocan
cambios en sus frecuencias génicas que cambian drasticamente el pool génico, y también cuando
se presenta una variacion en la frecuencia de un gen en generaciones sucesivas (Hastings, 2009;
Ayala et al., 2000).

La especiacion es la formacion de dos 0 mas nuevas especies de una especie ancestral,
y es la responsable de la gran cantidad de diversidad bioldgica actual. Las especies difieren en su
numero y forma de cromosomas, asi como en la fisiologia, anatomia y genética. Las especies
pueden surgir por dos mecanismos: la anagénesis y la cladogénesis.

La anagénesis o evolucidn filética se trata de un proceso de evolucién progresiva de las
especies, la cual implica un cambio en la frecuencia genética de toda la poblacion. De manera
que cuando en una poblacion existen mutaciones suficientes para que tenga diferencias
significativas con la poblacion ancestral, entonces se tiene una nueva especie, y la poblacion
ancestral puede considerarse extinta.

Por otro lado, la cladogénesis se refiere al modo fundamental de especiacion, y es la
responsable directa de la biodiversidad. Esta se produce por aislamiento reproductivo de las
poblaciones de una especie. Las barreras reproductoras se pueden dividir en precigéticas y en
postcigoticas. Las primeras son mecanismos de aislamiento que tienen lugar antes o durante la
fecundacion, siendo las mas importantes, la incompatibilidad de las estructuras utilizadas en el
acoplamiento, los mecanismos conductuales para reconocerse entre ellas, la reproduccion que se
produce en diferentes épocas del afo, la diferencia de micro-ambiente al que estan adaptadas
algunas especies que viven el mismo habitat, y la falta de reconocimiento de los gametos a nivel
molecular (Reiseberg y Ungerer, 2009). Las segundas se dan por mecanismos que impiden que

se forme el cigoto, es decir, mediante mecanismos de aislamiento precigéticos, o después del
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apareamiento y la formacion del cigoto, como por ejemplo, los abortos espontaneos, la
esterilidad de los hibridos, los hibridos débiles, y la muerte prematura.

Para que exista la especiacion debe haber divergencia genética y aislamiento
reproductivo entre dos poblaciones relacionadas anteriormente, con lo que se tienen dos formas
de ésta, la especiacion alopatrica y la simpatrica (Otte, 2009).

La especiacion alopatrica, geografica, o vicariante, es aquella que se da cuando las
poblaciones comienzan a divergir, y el flujo de genes entre ellas se restringe o se interrumpe
totalmente debido a la dispersion y divergencia en diferentes ambientes, por lo que la primera
etapa de este proceso es el aislamiento geografico, y al pasar un periodo de tiempo largo se
produce la separacion espacial y con ello, la aparicion de novedades evolutivas en una o en
ambas poblaciones (Mousseau y Olvido, 2009).

La especiacion simpatrica se refiere a las nuevas especies surgidas sin aislamiento
geografico, produciendo dos o mas especies de una sola poblacion local (Kondrashov y
Kondrashov, 1999; Dieckmann y Doebeli, 1999). Esta puede darse debido a la existencia de
alguna barrera bioldgica, como por la variacion de nichos, o por los mecanismos que producen
una 0 mas especies nuevas a partir de una especie ancestral sin segregacion geografica de las
poblaciones. También se da cuando se produce aislamiento en el mismo sitio por rangos de
distribucion, lo que elimina el flujo genético entre las poblaciones y con ello, la formacion de
nuevas especies (Mosseau y Olvido, 2009).

También se ha definido a la especiacion hibrida o recombinacional, la cual se refiere a
las nuevas especies que se originan por hibridacion de especies paternales cromosomica o
genéticamente divergentes. Se caracteriza por tener periodos largos de estasis (puntuado), donde
la mayoria de las especies no exhibe algiin cambio direccional, después se dan transiciones
abruptas donde las especies paternales individuales son desplazadas rapidamente por las especies
nuevas hibridas (McCarthy, 1995; Ungerer et al., 1998).

La formacion de subespecies se da cuando una poblacion debilita su entrecruzamiento
reproductor con el resto de las poblaciones de la especie debido a que se encuentra en un periodo
de especiacion o de cladogénesis, de tal manera que la poblacion debilita sus relaciones
reproductoras para posteriormente producir una ruptura permanente entre la poblacion y el resto
de la especie; o bien, la poblacion debilita sus relaciones reproductoras y posteriormente es

absorbida por el resto de la especie, por lo que la separacion es temporal. En el primer caso se
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produce un fendmeno verdadero de diferenciacion, es decir, la formacion de una nueva especie a
partir de una subespecie.

A partir de estos conceptos se ha logrado clarificar la estructura genética de
poblaciones, la cual se refiere a la distribucion y cantidad de la variacion genética dentro y entre
poblaciones. En el caso de los hongos fitopatdgenos el conocimiento de esta estructura, indica la
rapidez con el patdgeno puede evolucionar, ya que poblaciones con un nivel alto de variabilidad
genética, se pueden adaptar mas rapido a hospederos resistentes (McDonald y McDermott,
1993).

2.4 La filogeniay sus herramientas.

La filogenia es la ciencia que estudia el proceso de origen de linajes nuevos resultado
de la bifurcacion de las especies, por lo que su principal tarea es el estudio de la cladogénesis; en
otras palabras, es la secuencia ramificada del cambio de caracteres en los organismos a través del
tiempo. Por lo que ésta ayuda a resolver problemas de posicion y nomenclatura. También es
sinénimo de “evolucion filética”, y es el proceso que produce un cambio en un caracter genético
o fenotipico en una especie. En este caso se habla de un cambio gradual de un érgano con el
tiempo.

Las filogenias ofrecen un gran potencial para investigar las causas generales y las tasas
de especiacion dentro de los clados, deméas cuando son inferidas mediante datos moleculares en
las especies proporcionan registros indirectos de los eventos de especiacion (Barraclough y Nee,
2001), los cuales han dirigido la expansidn de las especies.

Una especie filogenética es un grupo de organismos que comparten rasgos Unicos
genéticos y morfoldgicos que los distinguen de otros. Por ello, la especie filogenética se enfoca
en la reconstruccion de la historia evolutiva de los organismos.

La sistematica filogenética utiliza los caracteres apomorficos y la agrupacion de taxas
basadas en el linaje comdn. Mientras que la sistematica tradicional es util para la identificacion
de especies, pero no para clarificar dudas sobre su evolucion. Estos datos son mas faciles de
visualizar cuando se construye un dendograma, fenograma, o cladograma, el cual es un diagrama
ramificado que representan a las Unidades Taxondmicas Operativas (OTU’s) agrupadas en
funcién de indices de semejanza o de diferencia global, es decir, un fenograma resume los

patrones de similitud total.
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2.4.1 Métodos de reconstruccion filogenética.

Para determinar los fenogramas que sirven para la reconstruccién filogenética, existen
varios métodos, los cuales se pueden dividir en métodos fenéticos o de distancia y los métodos
cladisticos. Los primeros se basan en el principio de que los organismos mas parecidos deben
estar filogenéticamente mas emparentados, aunque dicho parecido (similitud global) puede llevar
a conclusiones erroneas, por lo que se deben utilizar una gran cantidad de caracteres que reflejen
los patrones evolutivos, aunque algunos también estaran influenciados por la seleccion. Estos
calculan el indice de distancia entre pares de taxa, de acuerdo a los caracteres que comparten, es
decir, los caracteres analizados se convierten en un s6lo nimero — la distancia evolutiva — entre
un par de taxa, con los que se obtiene el arbol filogenético (Sokal, 1985). En el caso de los
segundos (cladisticos) se basan en similitudes derivadas, por lo que para su analisis se utilizan
propiedades derivadas compartidas de los organismos en estudio para determinar sus relaciones
evolutivas.

La inferencia de arboles filogenéticos se puede realizar mediante métodos de
reconstruccion, los cuales se basan en matrices de distancias, por ejemplo el método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method using arithmetic Averages) y el Neighbor-Joining; o los
métodos que buscan la maxima verosimilitud, o los métodos basados en la obtencion de la
maxima parsimonia, por mencionar algunos.

UPGMA. Presenta varias ventajas, como que presenta directamente una ‘“raiz”; las
distancias de las ramas son las medias entre las distancias de cada grupo de organismos; y tal vez
la mas importante, es que es rapido y muy eficiente en la reconstruccion de la filgenia cuando las
tasas de cambio son relativamente constantes (Sokal, 1985).

Neighbor-Joining. Se basa en buscar secuencialmente los taxa “vecinos” que minimizan
el largo total del arbol, ajustando nuevamente el largo de las ramas para cada par de nodos
cuando se une un par de taxa. Es uno de los métodos de distancia mas usados debido a que es
mas confiable ante los problemas de diferencias en las tasas de substitucion, y es relativamente
rapido para la reconstruccion filogenética (Hillis et al., 1994).

Maxima Verosimilitud. En este método se trata de buscar e identificar la topologia con
la mayor probabilidad para explicar los cambios de las OTUs mediante datos de frecuencias

génicas. Tiene la desventaja que es muy lento, pero con el uso de algoritmos, esto se resuelve en
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cierta medida, por lo que tiene mayor empleo en las filogenias evolutivas, ya que presenta
menores restricciones previas al analizar los datos (Martinez-Lage y Gonzélez-Tizon, 2004).

Maxima Parsimonia. Se basa en buscar e identificar la topologia que requiera el menor
numero de cambios evolutivos para explicar las diferentes secuencias analizadas u OTUs. Una de
las ventajas de este método con respecto a los métodos basados en distancias, es que el analisis
se basa en el uso directo de las secuencias de ADN sin ningun tratamiento previo. Para encontrar
el arbol con la mayor parsimonia se requiere diferenciar y detectar las posiciones nucleotidicas
diferentes. Asi, un sitio es invariante si presenta el mismo nucleétido en todas las secuencias; y
es variable si presenta alguna variacion en, al menos, una de las secuencias comparadas, dentro
de estos ultimos s6lo son de interés aquellos que sean informativos, es decir, que produzcan
arboles evolutivos que expliquen las diferencias nucleotidicas mediante diferente nimero de
procesos mutacionales. Este método es poco realizable cuando el nimero de OTUs es elevado,
por lo que se sugiere que se aplique este método cuando las OTUs sean menores a diez. De lo
contrario se puede buscar el arbol con la maxima parsimonia mediante la estrategia de la “rama
y union” (branch andbound), que consiste en eliminar los arboles con una longitud mayor a los
examinados previamente; o mediante la estrategia “heuristica”, la cual consiste en que sélo se
examina una porcion de arboles mediante el uso de diferentes algoritmos.

Sin embargo, cualquiera de estos métodos, en principio, es valido (Martinez-Lage y
Gonzalez-Tizon, 2004).

2.4.2 Importancia de la biologia molecular.

La forma maés certera para determinar los niveles de diversidad y estructura genética
intra-especifica, es mediante el uso de marcadores moleculares, principalmente los fragmentos
de restriccion polimdrficos (RFLP), el ADN polimorfico amplificado al Azar (RAPD), las
secuencias simples repetidas (SSR), y los espaciadores internos transcritos (ITS). Los cuales han
sido utilizados para determinar diversos aspectos sobre las poblaciones, como por ejemplo, para
determinar diferencias geneéticas entre aislamientos de algunos hongos patogenos y de interés
comercial, para asociar indices de patogenicidad (Sivaramakrishnan et al., 2002), para
determinar la eficiencia de hongos entomopatogenos (Coates et al., 2002), para entender las
interacciones planta-patdgeno, su co-evolucion y su rol ecoldgico (Ahlholm et al., 2002); incluso

para comparar la eficiencia de algunos de estos métodos para organismos especificos
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(Sivaramakrishnan et al., 2002; Becerra, et al. 2007). Estos y otros logros han hecho que la
filogendmica, en conjunto con la disponibilidad de los genomas completos de un gran niamero de
organismos eucariotes, sea una poderosa herramienta para identificar el linaje de otros
organismos, lo cual es posible ain cuando no se cuente con datos completos del patron estudiado
(Desmond y Grimaldo, 2009).

Por ello, en los ultimos afios la filogenética molecular ha resultado ser mas util para
establecer un sistema taxonomico fiable, ademas de lograr grandes avances mediante la
aplicacion de las técnicas de ADN, el uso de marcadores moleculares, y la comparacion de las
secuencias de nucledtidos de fragmentos amplificados de ADN nuclear, ADN mitocondrial y de
manera especifica, el ADN ribosomal (Bao et al., 2005; Lee et al., 2006; Schmidt y Moreth,
2000; Wu et al., 2000). Entre estos avances se pueden mencionar la determinacién de la
diversidad genética entre las especies y sus relaciones, la especializacion de cada poblacion y sus
relaciones evolutivas respecto a su biogeografia, la especiacion, el esclarecimiento sobre la
biologia de la poblacidn y su historia evolutiva, la determinacién de las formas de reproduccion o
de compatibilidad, entre otros (Maeta et al., 2008; Xu et al., 2002; Zervakis et al., 2004).

Esto ha conducido a que las especies y las poblaciones se clasifiquen en base a estudios
de diversidad genética en los ultimos afios. Ya que ésta es asumida como la originaria de
mutaciones, las cuales a su vez implican migracién, seleccion, y la deriva genética, mediante los
cuales se extiende y mantiene dicha diversidad. Y mediante esta diversidad, se puede determinar
la habilidad de un organismo para responder a los cambios en las condiciones ambientales, y por
consiguiente para supervivir y evolucionar, asi como para determinar las fuentes y la forma
como se mantiene la variacion genética, la tasa de cambio, etc. (McDonald, 1997; Ahlholm et
al., 2002). También ayuda a entender aspectos sobre la historia evolutiva para mantener y
generar la estructura genética de la poblacion, ya que una habilidad de dispersion grande puede
verse reflejada en una variacion genética grande dentro de las poblaciones y en una
homogeneidad genética entre las poblaciones (Loveless y Hamrick, 1984, citado en Ahlholm et
al., 2002).

2.4.3 Marcadores moleculares.

Con el desarrollo de la biologia molecular y sus técnicas, actualmente es posible, entre

otras cosas, identificar genes especificos responsables de ciertos rasgos y caracteristicas a partir
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de los acidos nucléicos. Lo que su vez ha dado como resultado un incremento en el uso de
caracteres moleculares en estudios taxonomicos. De ellos, las secuencias génicas son las mas
utilizadas, ya que tienen la ventaja de que representan una fuente abundante de caracteres, dado
que potencialmente cada nucledtido representa un carécter, cada uno con tasas evolutivas,
propiedades estructurales y funcionales diferentes (Ritland y Clegg, 1987; Field et al., 1988).
Ademas para sus procedimientos se utilizan generalmente métodos enzimaticos, marcadores no
radioactivos y secuenciacion automatizada (Kumar y Filipski, 2001).

Los marcadores moleculares se basan en la busqueda de polimorfismos en proteinas o
ADN, y se han aplicado en taxonomia, filogenia, ecologia, y genética. Los RAPD y AFLP tienen
la desventaja de que son marcadores no especificos, lo que puede llevar a errores de
interpretacion de los resultados por contaminacion con otros organismos (Dyer y Leonard, 2000).
Por su parte, el ADN ribosomal nuclear (nfADN) es muy utilizado debido a que permite la
inferencia de relaciones filogenéticas entre taxa muy distantes debido a que presentan secuencias
de bases altamente conservadas con tasas de evolucion muy lentas (Hillis y Dixon, 1991;
Lafontaine y Tollervey, 2000), por lo que sus secuencias dan resultados viables para el anélisis
filogenético en diferentes niveles taxondmicos. Este se encuentra constituido de forma general
por los genes ribosomales y sus regiones espaciadoras asociadas. De manera especifica, el
arreglo del nrADN de un genoma eucariotico consiste tipicamente de cientos de copias repetidas
en tandem, las cuales, cada una se compone de la unidad transcrita y de la region de los
espaciadores externos no transcritos (Hillis y Dixon, 1991).

En eucariotas, existen generalmente tres o cuatro subunidades de nrADN, asi para el
caso de plantas se tienen las 18S, 5.8 S, y 26S; en animales la 18S, 5S, y 28S; y en hongos las
16S, 5S, 5.8S y 25S. Estas subunidades a su vez consisten de la subunidad larga que tiene un
rango de 16S a 28S con aproximadamente 1500 nucledtidos a mas de 4000 nucledtidos,
respectivamente; la subunidad pequefia 5.8S con 160 nucle6tidos; la unidad 18S con 1800
nucleotidos; y en algunos organismos, la subunidad 5S con 120 nucleétidos.

Respecto a las regiones espaciadoras, en eucariotas existen dos regiones de
espaciadores internos transcritos (ITS), ITS-1 e ITS-2, que son los que separan a las unidades
18S, 5.8S y 28S o sus homologos. Esta region ha sido usada ampliamente para esclarecer las

relaciones entre taxa a nivel inter e intragenérico.
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Una de las formas para obtener “fingerprinting” o huella digital del ADN es la que se
basa en PCR (Reaccién en Cadena Polimerasa), la cual involucra la amplificacion in vitro de
secuencias especificas de ADN, mediante oligonucle6tidos especificos o arbitrarios (iniciadores)
y una polimerasa termoestable. Los fragmentos amplificados obtenidos se separan mediante
electroforesis, donde se detectan los patrones de bandas polimérficas tefiidas con bromuro de
etidio o con nitrato de plata.

Los procedimientos de diagndstico basados en PCR requieren conocer las secuencias de
nucleotidos de las regiones blanco con la finalidad de disefiar iniciadores especificos. EI ADN
que codifica para el rARN es un cluster génico que se repite cientos de veces en el genoma del
individuo en estudio, en donde se incluyen los genes para las subunidades 5.8S, 18S, y 28S, los
cuales estan separados por dos secuencias no codificantes: ITS-1 e ITS-2. El hecho de que este
cluster génico tenga algunas regiones altamente conservadas y otras altamente variables, permite
analizar la variacion en niveles taxondmicos diferentes (Steven y Taylor, 1992).

El desarrollo de la cadena de la PCR ha permitido el incremento del uso de secuencias
génicas en el estudio de las relaciones filogenéticas entre poblaciones y especies, de las cuales,
las més utilizadas incluyen a los genes ribosomales, y en especifico, los ITS (Walsh, 2009).

Se puede mencionar algunas de las ventajas de utilizar los ITS en estudios de
taxonomia, filogenia, ecologia, y genética:

a) SOlo es necesario muestrear algunos individuos para establecer las relaciones
filogenéticas entre especies diferentes (Hillis et al., 1991), lo cual se debe a que la evolucion
concertada (dado por mecanismo no Mendeliano, sino principalmente por mecanismos de
entrecruzamiento desigual y por la conversion génica, donde la familia de genes repetidos
experimenta una homogenizacion rapida en sus secuencias de bases [Baldwin et al., 1995;
Wendel et al., 1995]) y la recombinacién sexual tienden a promover la uniformidad de los ITS
dentro y entre los individuos de poblaciones, lo cual se debe a que esta regidn se encuentra
relativamente homogénea dentro del genoma, y por lo tanto, s6lo una secuencia se necesita para
caracterizar a los individuos de una especie especifica (Baldwin et al., 1995).

b) Los ITS son faciles de amplificar mediante la PCR, debido por una parte, a que los
ITS se encuentran representados altamente en el genoma, lo que hace posible su amplificacion a

partir de cantidades pequefias de ADN; y por otra parte, a que las secuencias conservadas
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altamente dentro de la mayoria de los genes del nrADN son muy utiles en el disefio de
oligonucledtidos (primers) universales (Liston, 1992).

c) Los iniciadores ITS-1 e ITS-4 permiten la amplificacion de la region ITS-1 — 5.8S —
ITS-2 de los genes ribosomales de eucariotas. Los cuales son féciles y econémicos de construir
debido a su pequeiio tamafio (ITS-1 5’tccgtaggtgaacctgcgg 310 nucledtidos; ITS-4
5"tcctecgcttatttgatatge 3°10 nucleotidos)

d) Es muy importante alinear las secuencias lo mejor posible y descartar las zonas
dudosas antes de utilizarlas (Giannasi et al., 1992; Bult y Zimmer, 1993), debido a que los
caracteres estan representados por la posicion en la secuencia del gen, y a que los estados de

caracter son los nucle6tidos que se encuentran en esa posicion (Dragon y Filipowics, 2009).

2.5 Diversidad genética de hongos.

En el caso de algunos hongos, su clasificacion se ha centrado principalmente en la
morfologia de sus cuerpos fructiferos, de su desarrollo colonial en placa, asi como de sus
caracteristicas de compatibilidad o de reproduccion. Otros se han clasificado en base a algunos
efectos que tienen sobre su entorno, ya sea benéfico o perjudicial. Sin embargo, debido a que
cada poblacion de especies puede variar en dichas caracteristicas, es necesario ampliarlas con
datos a nivel genético-molecular, fenotipico, y reproductivo (Xu et al., 2002; Zervakis et al.,
2004).

En los Gltimos afios los métodos moleculares se han aplicado en un nimero grande de
investigaciones sobre los hongos. Resultando ser Utiles para determinar la proporcion de un
determinado grupo microbiano en distintos ambientes, y la proporcion de cada grupo y sus
poblaciones en determinado medio. En el caso de los hongos, esto se debe por una parte, a que
estos organismos estan mas estrechamente relacionados con los animales que a las plantas, algas,
bacterias, y arqueas; y por otra parte, a que los hongos divergieron junto con los animales de un
antepasado comun hace 800 a 1,000 millones de afios (Lengeler et al., 2000). Esto se puede
evidenciar en un estudio realizado por Fierer et al., 2007, quienes al trabajar con secuencias de
unidades taxondmicas operativas (OTUs) del suelo con similitud del 97%, encontraron que las
bacterias son mucho mas abundantes que los hongos y arqueas, y que los virus son

taxonomicamente diversos y distintos de las poblaciones de otros ambientes, ademas, que existe
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un solapamiento minimo entre los sitios de taxonomia, lo cual sugiere que la diversidad global y
local de cada uno de estos grupos debe ser muy alto. Dentro de cada uno de los cuatro grupos
microbianos, se observé un minimo solapamiento entre los sitios de taxonomia, lo que sugiere
que las arqueas, bacterias, hongos y virus del suelo, son diversos a nivel mundial y a nivel local.

Los hongos estan formados por un gran nimero de miembros, ya que tan solo los hongos
verdaderos, que se encuentran dentro de la Division Eumycota, existen alrededor de 80,000
especies, comprendiendo levaduras, mohos, royas, tizones y setas, tanto micro como
macroscopicos. Los hongos macroscopicos estan conformados de aproximadamente 10,000
especies, que pueden ser comestibles o venenosos (Martinez-Carrera et al., 1993). Por ello, estos
métodos también han servido para analizar la diversidad genética en diferentes tipos de hongos,
logrando identificar y diferenciar las setas nativas venenosas de las cultivadas, asi como la
realizacion de discriminaciones entre aislamientos mediante el nivel de diversidad genética
(Maeta et al., 2008; Becerra et al., 2007).

En el caso de la técnica RAPD-PCR ha sido usada para determinar la variacion genética
dentro de diferentes grupos y para clarificar datos obtenidos mediante la sisteméatica morfoldgica
de manera inmediata. En el caso de Zervakis et al. (2001), evaluaron la diversidad de taxa de
Pleutorus europeos asociados con Umbeliferas, y determinaron los procesos de especiacion en
marcha de acuerdo a sus expresiones de sus caracteres anatomicos, morfologicos, ecoldgicos, y
distribucionales.

Asi mismo, las secuencias de rARN han permitido clasificar a muchos basidiomicetos,
debido a que se pueden caracterizar en muchos niveles taxondmicos en base a sus regiones
conservadas y variables (Henson et al., 1993; Swann et al., 1999; Swann y Taylor, 1993;
Hibbett, 1992; citados en Singh et al., 2005). Especialmente los ITS-1 e ITS-2, han mostrado
diferencias en nucleétidos, permitiendo establecer la diversidad genética de hongos a nivel inter
e intra-especifico, mediante partidores universales que amplifican zonas genéticamente
conservadas (Buscott et al., 1996).

Dentro de los basidiomicetos, las especies de los Ustilaginales tienen cierta importancia
por sus implicaciones econOmicas negativas, de los cuales actualmente se tiene mayor
conocimiento sobre los sistemas que forman con las plantas hospederas, en base a las
aplicaciones de los métodos moleculares (Andrade et al., 2004). Tal como el esclarecimiento de

las dinamicas entre hospedero-patogeno de sistemas agricolas en la domesticacion, ya que las
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actividades humanas han alterado el ambiente de estos sistemas, incluyendo los ambientes
geneticos de cada especie, y con ello el movimiento de patdgenos alrededor del mundo por dicha
actividad. Asi, en el caso de los sistemas de los hongos U. maydis, U. scitaminea, Sporisorium
reilianum, y S. sorghi con el maiz, sorgo y cafia de azGcar estudiados por Muncaksi et al.
(2007), se determind que la especiacion de los patdgenos no es el resultado necesariamente de las
practicas agricolas, y que la domesticacion ha permitido la simbiosis entre los cultivos y decenas

de microorganismos ancestrales, los cuales luchan por sobrevivir en el hospedero.

2.6 Ustilago maydis.

Ustilago maydis D.C (Corda), es un hongo de los carbones que causan enfermedades a
mas de 75 familias de angiospermas en el mundo. U. maydis infecta al maiz produciendo el
“huitlacoche” o “carbon del maiz” (Basse y Steinberg, 2004). Es un hongo basidiomiceto
dimorfico, ya que tiene dos formas de vida, una fase saprofita, la cual se desarrolla como células
haploides levaduriformes y se caracteriza por ser no patogénica; y una fase patogénica, la cual
se desarrolla como celulas dicariotas miceliales y que es la forma patogénica que crece en la
planta de maiz formando tumores o agallas en las partes aéreas (Banuett, 1995; Christensen,
1963), donde se forma una tercera forma del hongo, las teliosporas diploides (Lee y Kronstad,
2002).

2.6.1 El ciclo de vida de U. maydis.

El ciclo de vida esta regulado por un sistema de reconocimiento tetrapolar de
compatibilidad sexual, formado por los loci de apareamiento a y b. El cual también regula las
transiciones morfologicas y la patogenicidad (Banuett, 1995; Kahmann et al., 1995). El locus
bialélico a codifica para un sistema feromona-receptor, el cual es requerido para controlar el
reconocimiento y la fusion de esporidias compatibles de tipo opuesto. Cada alelo contiene un gen
precursor Yy un receptor de feromonas que regulan la formacion del tubo de formacion y la
fusion de las células haploides. Mientras que el locus b es multialélico, con al menos 25 alelos;
éste codifica para proteinas con homeodominios bE/bW (Bolker et al., 1992; Banuett, 1995;
Kamper et al., 1995). Cuando las esporidias se aparean, forman un dicarion que da lugar a la
forma filamentosa, que es la que infecta los tejidos del maiz, siempre y cuando tengan alelos

diferentes del locus b, y las condiciones ambientales propicias (Banuett y Herskowitz 1994a;
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Banuett, 1995; Feldbriigge et al., 2004). Por lo que el locus b es determinante para la
patogenicidad (Kamper et al., 1995).

El ciclo de vida de U. maydis esta relacionado con su forma de infeccion, lo cual se ha
podido detallar mas profundamente con las investigaciones recientes. De esta forma se sabe, que
durante la etapa de la infeccion temprana las hifas se encuentran rodeadas por la membrana
plasméatica del hospedero. En etapas posteriores, las hifas crecen intra e intercelularmente
mediante un crecimiento direccional del filamento (Snetselaar y Mims, 1993) a través de los
estigmas (Christensen, 1963, citado en Flor-Parra et al., 2007), y entonces se desarrollan los
tumores o agallas debido al crecimiento polar continuo, ya que las hifas que alcanzan los ovarios
del maiz, producen el aumento de tamafio de las célula de la planta y las divisiones celulares del
hongo al formarse las teliosporas diploides (Banuett y Herskowitz, 1996; Callow y Ling, 1973;
Doehlemann et al., 2008, Banuett, 1995; Feldbrilgge et al., 2004; Martinez-Espinoza et al., 2002;
Flor-Parra et al.,2007).

También se ha determinado que el ciclo sexual de U. maydis s6lo se lleva a cabo bajo
condiciones especificas en la planta. Mientras que el asexual requiere de condiciones propicias
ambientales y nutricionales creadas en el laboratorio. Por lo que en el primer caso resulta
complicado llevarlo a cabo bajo condiciones de laboratorio, ya que para iniciar el desarrollo
sexual se requieren condiciones de estrés, un sistema de control de participacion positiva, y
reguladores negativos que propicien el momento 6ptimo de apareamiento (Castillo- Lluva et al.,
2005). Tal es el caso de la proteolisis, la cual en conjunto con algunas proteasas, juega un papel
fundamental en la respuesta al estrés (Mercado-Flores et al., 2003; Andrews et al., 2000). Otros
factores de estrés que inducen la filamentacion de células haploides y diploides de U. maydis en
medios sintéticos son algunos factores ambientales como el pH, los detergentes y los lipidos
(Ruiz-Herrera et al., 1995; Klose et al., 2004), cuyo control, puede desencadenar la reaccion
"Fuz" (Banuett y Herskowitz, 1994; Matinez-Espinoza et al. 1997), la cual resulta Gtil para
determinar la compatibilidad de apareamiento de cepas haploides (Méndez-Moran et al. 2005).
Asi, a pH neutro el hongo crece como esporidias, mientras que a pH acido, crece en forma
micelial (Ruiz-Herrera et al., 1995), el cual puede ser suprimido en presencia de glucosa (Klose
y Kronstad, 2006).

Respecto al desarrollo asexual, es decir, el desarrollo de esporidias, también se han

realizado estudios mas detallados aunque mas escasos, debido a que esta fase no resulta de
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interés por no ser infecciosa. Sin embargo, se ha podido determinar que la division celular por
gemacion se lleva a cabo en varias etapas, tratandose de un crecimiento polar mediante el
desarrollo de una yema en la punta de la célula (Weinzierl et al., 2002), el cual es llevado a cabo
por una proteina homologa Unica en este hongo, que es la responsable de formar un anillo

contractil durante la citoquinesis (Bohmer et al., 2008).
2.6.2 Procesos de infeccion de U. maydis y de otros hongos fitopatogenos.

Los hongos son organismos eucariotas simples que se desarrollan de forma general por
crecimiento polar (Steinberg y Pérez-Martin, 2008). Ademés cada tipo de hongo tiene diversas
formas para desarrollarse. Asi, en el caso de los hongos patdgenos de plantas, conocidos como
hongos fitopatdgenos, han desarrollado diferentes estrategias para hacer frente al entorno de la
planta y poder desarrollarse en ella. Unas de estas estrategias son los procesos de
reconocimiento, con lo que logran penetrar las barreras fisicas mediante fuerzas mecanicas
contra la epidermis del hospedero, y en conjunto con la produccion de enzimas, desintegran
algunos componentes estructurales. Pero al mismo tiempo, los patdgenos se sobreponen a las
defensas de sus hospederos y sobreviven a las sustancias que producen, y también sintetizan
entre otras sustancias reguladores de crecimiento para ejercer efectos hormonales en la planta;
toxinas para alterar el metabolismo de ésta hasta matarla; y polisacaridos para afectar la
translocacion de nutrientes y agua. De esta forma, estos hongos adquieren los nutrientes de los
tejidos vivos de las planta, requiriendo una adaptacion muy especializada de estos. Sus hifas
pueden crecer inter e intracelularmente, envaindndose en la membrana plasmatica de las células
vegetales, con lo que logra desarrollarse y dispersarse en el hospedero (Agrios, 1988, citado en
Martinez Espinoza et al., 2000; Doehlemann et al., 2008). Por lo que el papel de los cambios
morfoldgicos que presentan muchos hongos dimorficos que afectan a plantas y animales es
relevante en los procesos de virulencia (Maresca y Kobayashi, 2000; Gold et al., 1994).

Los carbones, tizones o royas son hongos conformados por aproximadamente 1,200
especies que pertenecen al orden de los Ustilaginales. Estos hongos se caracterizan porque
causan enfermedades a aproximadamente 75 familias de plantas de angiospermas en el mundo
causando significativas perdidas agricolas (Reineke et al., 2008).

U. maydis pertenece a este grupo, y se caracteriza porque infecta exclusivamente al maiz

(Zea mays) y a su antecesor el teosinte (Zea mays ssp. parviglumis), de ahi su nombre, “carbon
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del maiz”. A diferencia de otros hongos de este grupo, posee la habilidad para formar tumores en
todas las partes aéreas del hospedero, como son hojas, tallos y con mayor incidencia en los
6rganos reproductores y en las mazorcas, mediante varias estrategias de infeccion (Laurie et al.,
2007; Reineke et al., 2008), que van desde la sintesis de algunas sustancias, hasta el desarrollo de
estructuras especializadas para fines especificos (Xu y Day, 1992; Castillo-Lluva y Peérez-
Martin, 2005; Steinberg et al., 2000).

Asi entonces, el proceso de infeccion inicia con el ingreso de las teliosporas de U. maydis
por los estigmas y por estomas (Banuett y Herskowitz, 1994), seguida de la formacion de
apresorias, las cuales facilitan el crecimiento a través de las células epidérmicas, y finalmente la
formacion de hifas ramificadas (Kruger et al., 2000). Sin embargo, aun no se conoce el
mecanismo especifico de reconocimiento en el hospedero, por lo que se han realizado intensas
investigaciones que han llevado a esclarecer este proceso, como las que se mencionan a
continuacion.

El tubo de germinacion emerge después de que las teliosporas atacan la superficie de la
planta y germinan (Flor-Parra et al., 2007), lo que implica la activacién del eje polar y la
emergencia de dicho tubo, el cual, para algunos hongos ha evolucionado a aberturas naturales,
como los estomas u otras estructuras especializadas desarrolladas para este fin, como las
apresorias (Tucker y Talbot, 2001, citado en Flor-Parra et al., 2007). Estas estructuras juegan un
papel importante durante la diferenciacién fangica en la penetracion, ya que ésta es conducida
por una o varias sefiales producidas por la planta que dependen del contacto intimo entre el tubo
de germinacion y la superficie de la planta (Apoga et al., 2004). También se ha estudiado la
dindmica de los microtubulos durante la gemacion polar, la morfogénesis y la migracién nuclear,
determinando que los microtdbulos son dindmicos en la mitosis y la interfase, ademas son
flexibles y con motilidad dentro de la célula (Steinberg et al., 2000).

Por otro lado, U. maydis forma apresorias, las cuales se desarrollan por diferenciacion de
los filamentos con el fin de penetrar a la célula vegetal, mediante enzimas que degradan la pared
celular de la planta, y cuyo desarrollo depende de factores quimicos y fisicos externos
(Snetselaar y Mims, 1992, 1993, citados en Flor- Parra et al., 2007; Schirawski et al., 2005;
Mendoza-Mendoza et al., 2008). Uno de estos factores es la hidrofobicidad, la cual es la sefial

primaria que estimula el desarrollo de las apresorias, ya que los acidos grasos hidroxi, los cuales
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son obtenidos por la degradacion enzimética de la cutina, tienen un efecto potenciador
(Mendoza-Mendoza et al., 2008).

Al igual que otros hongos fitopatdgenos y otros carbones, U. maydis desarrolla
haustorias que son usadas para la alimentacion, las cuales crecen entre la pared celular de las
hifas y la membrana plasmatica de la planta, mediante una interfaz formada de un hidrato de
carbono y proteinas que facilitan el intercambio de sefiales y nutrientes (Hahn y Mendgen, 2001,
Voegele et al., 2001, Mendgen y Hahn, 2002; Perfect y Green, 2001, citados en Doehlemann et
al., 2008).

En cuanto a las sustancias que sintetiza durante el proceso de patogénesis, se tiene
principalmente algunas proteinas, las cuales han sido determinadas asi como su funcion durante
este proceso, mediante la comparacién de secuencias de proteinas de otros organismos y de
genotipos mutados de U. maydis creados para dicho fin (Becht et al., 2005). También se han
realizado estudios sobre las vias de sefializacion, donde ademas de las proteinas mencionadas,
también participan otras, tales como enzimas y hormonas, las cuales son relevantes en los
procesos genéticos de patogénesis, morfogenesis y diferenciacion celular, resultando de gran
utilidad para el control de la infeccion de forma efectiva y segura (Basse y Steinberg, 2004;

Kahmann y Kéamper, 2004; Martinez- Espinoza et al., 2000).
2.6.3 Mecanismos de defensa de las plantas contra hongos fitopatdgenos.

Por su parte, las plantas también han desarrollado sistemas de defensa, como es en
primera instancia su cuticula, la cual representa la primera barrera de defensa contra los
patogenos (Eigenbrode y Espelie, 1995, citado en Mendoza- Mendoza et al., 2008). Otros
sistemas de defensa mas especializados son inducidos sélo durante el ataque de patdgenos, y
entre los que destaca la induccion de genes relacionados a la patogénesis, la produccion de
metabolitos secundarios, y el refuerzo de las paredes celulares. La induccion del sistema de
defensa se produce mediante el reconocimiento de moléculas conservadas presentes
generalmente en una variedad de especies de microorganismos, y ausentes en el hospedero,
como es el caso de los patrones moleculares asociados que incluyen la quitina, B-glucanos y
ergosterol, asi como algunas fitohormonas como el etileno y los jasmonatos (Glazebrook, 2005,
Greenberg y Yao, 2004; Jones y Dangl, 2006; O'Connell y Panstruga, 2006, citados en
Doehlemann et al., 2008).
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Con respecto al maiz, también se han estudiado algunos mecanismos que inhiben o
favorecen el proceso de infeccion por U. maydis. Determinando que la manosa, la glucosa, la
xilosa y la galactosa estan contenidas en estructuras complejas de la pared celular de U. maydis
(Ruiz-Herrera et al., 1996), y que dichos hidratos de carbono son activos como receptores de
lectinas, las cuales inhiben la capacidad patogénica del hongo. Esto indica que podria haber una
participacion activa de los residuos de estas moléculas como mediadores especificos del
reconocimiento entre la planta y el parésito durante la regulacion de la germinacion y el
desarrollo del hongo (Pérez- Santiago et al., 2000).

Recientemente se ha determinado la induccion de un programa de defensa llevado a cabo
por un grupo de genes del maiz que interfiere en la diferenciacion de sus tejidos, y que por lo
tanto, regulan la infeccion por U. maydis (Basse, 2005). Esto se ha demostrado con la mayoria de
los trabajos sobre la patogenesis, la especificidad del hospedero, y la determinacion de algunos
eventos morfoldgicos que ocurren en las estructuras desarrolladas durante el proceso de
apareamiento, los cuales han sido llevados a cabo en plantulas y plantas de maiz, principalmente
de la variedad Early Golden Bantam (Castillo-Lluva y Pérez-Martin, 2005; Hu et al., 2007,
Mendoza-Mendoza et al., 2008; Zheng et al., 2008; Flor- Parra; Reineke et al., 2008) y de
Cacahuzintle (Matinez-Espinoza et al. 1997; Rodriguez-Kesslera et al., 2008; Matsuoka et al.,
2002), asi como en plantulas de otras especies (Ledn-Ramirez et al. 2004; Méndez-Moran et al.
2005). Con esto se ha concluido que, aunque U. maydis es capaz de infectar plantulas de otras
especies, solo logra producir huitlacoche cuando infecta al maiz y a su antecesor.

2.6.4 U. maydis como modelo bioldgico.

La filogendmica es una poderosa herramienta para identificar el linaje de organismos
eucariotes gracias a la disponibilidad de los genomas completos de muchos de ellos, lo cual es
posible aln cuando no se cuente con datos completos del patron estudiado. En base a esto, se
logra reorganizar los datos observados entre el organismo de interés y los de referencia
(Desmond y Grimaldo, 2009).

De forma paralela, y muchas veces derivados de los estudios de filogenémica, se han
desarrollado sistemas modelo. Entre ellos, los modelos derivados de los hongos, los cuales han
contribuido a la comprension de las vias esenciales celulares debido a las ventajas de las

técnicas, a la accesibilidad genética, al tiempo de generacion corto, a los métodos simples de
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cultivo, y a las herramientas moleculares sofisticadas (Steinberg y Perez-Martin, 2008). Estos
modelos han servido para estudiar entre otros aspectos, el origen y la diversidad de alelos que se
reproducen sexualmente, siendo el sistema tetrapolar uno de los més estudiados (Hu et al., 2007).

Probablemente U. maydis es el hongo fitopatdgeno que mas se ha sujetado a analisis
experimentales, a pesar de ser un parasito no obligado del maiz, y de tener un rango muy
estrecho de hospederos (Leon-Ramirez et al., 2004), ya que ha servido como un modelo
primario (Hu et al., 2007) y genético por méas de cuarenta afios (Holliday, 2004), mediante el
uso de cepas de referencia como son la 521 (al bl), 518 (a2 b2), FB1 (al bl), y FB2 (a2 b2),
principalmente (Boyce et al. 2005, 2006; Lee y Kronstad, 2002; Castillo-Lluva y Pérez-Martin,
2005; Hartmann et al., 1996; Mercado-Flores et al., 2003). Cabe hacer mencién, que las dos
primeras han sido proporcionadas por R. Holliday, y las dos Gltimas por F. Banuett en la
mayoria de los trabajos, debido a la reproducibilidad de resultados y al tipo de apareamiento
conocido. También se ha trabajado con un sin fin de cepas nativas de diferentes paises y muchas
mas mutadas o clonadas (Xu y Day, 1992; Basse et al., 2000; Lee y Kronstad, 2002; Garcia-
Muse et al., 2004; Hu et al., 2007; Garrido et al., 2004). Todo lo mencionado hace a U. maydis
un organismo genéticamente trazable debido a que posee una amplia gama de sistemas de genes
y de mutagénesis de insercion establecidos desde principios de la década de los 90°s (Bortfeld
et al., 2004).

Este hongo, también se ha utilizado como modelo molecular de la patogénesis de
hongos en plantas y dimorfismo fangico (Sgarlata y Pérez-Martin, 2005; Feldbriigge et al.,
2004; Bolker, 2001), asi como de morfogénesis y virulencia de diferentes hongos patégenos
(Zhao et al., 2007) debido a su cultivo facil en el laboratorio y a su sensibilidad en la
manipulacion molecular y en los analisis genéticos (Ho et al., 2007). Es uno de los miembros de
los basidiomicetes mas reconocidos, debido a su dimorfismo (Ké&mper et al., 2006), por lo que ha
servido para direccionar los sistemas de apareamiento con el fin de determinar modelos de
biologia molecular y ecoldgica, asi como para aclarar puntos clave sobre las relaciones entre
heterotalismo y el nimero de alelos de apareamiento (Giraud et al., 2008). Més aun, ha ayudado
a elucidar los procesos bioldgicos celulares en eucariotas superiores, entre los que destaca la
mitosis; inclusive, ha proporcionado avances sobre la comprension de la biologia basica de las

células humanas, ya que sus hifas muestran similitudes fenotipicas con las células neuronales, y
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por el papel de muchas proteinas conservadas en los seres humanos, a pesar de la deficiencia de
informacion funcional de ellas (Steinberg y Pérez- Martin, 2008).

U. maydis también ha servido para clarificar procesos genéticos, de apareamiento y
patogénicos de otros hongos fitopatdgenos, como los del género Microbotryum que afecta a
plantas de la familia de los Caryophyllaceae, debido a que poseen un sistema tetrapolar similar al
de U. maydis (Devier et al., 2009). Las secuencias de algunas de sus proteinas, a partir del
estudio de la similitud y la funcion de ellas, se han utilizado para comparar la severidad de la
enfermedad producida por diferentes especies de eucariotas (Martin et al., 2009). Mediante el
conocimiento de los genes expresados durante su etapa de germinacion, se ha logrado determinar
los procesos de produccién de energia, y por consiguiente, las proteinas de biosintesis y
metabolismo primario de otros hongos de interés cientifico, como es el hongo saprofito acuatico
Blastocladiella emersonii (Salem-lzacc et al., 2009). Su uso como modelo ha sido extensivo al
estudio de organismos de otros drdenes y de otros reinos, como es el caso de los Uredinales,
especificamente Puccinia triticina Eriks, conocido como “la roya de la hoja o anaranjada del
trigo”, el cual también es importante por producir grandes pérdidas en este cultivo (Hu et al.,
2007). También Myxobacterium Plesiocystis pacifica sirvio para clarificar su linaje en base a
homologos de enzimas de 38 eucariotas, sus rutas metabolicas, y algunos esteroles que
sintetizan (Desmond y Grimaldo, 2009).

Todos estos avances han sido posibles gracias a la determinacion del genoma de U.
maydis (Ké&mper et al., 2006), el cual se logré en el afio 2003con financiamiento del National
Human Genome Research Institute, eligiendo a la cepa 521 para dicho fin, debido a que es una
de las cepas originales mayormente estudiadas, y la cual fue obtenida originalmente de
teliosporas proveidas por J. J. Christensen, quien se las proporcioné a R. Holliday (Kronstad,
2003). Por ello, de los méas de 2,000 genomas secuenciados, y de los aproximadamente 200
genomas secuenciados de hongos hasta el afio 2007, U. maydis ha sido tomado en cuenta para
crear algunas bases de datos y librerias con fines e intereses especificos (Alam et al., 2007;
Hedeler et al., 2007).

2.7 Estudios de U. maydis mediante métodos moleculares.

Los métodos moleculares han sido aplicados para U. maydis con diferentes fines, como

por ejemplo, los realizados con microsatélites o SSR, los cuales al ser abundantes y representar
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niveles extensos de polimorfismo en genomas de procariotas y eucariotas, han sido utilizados en
un gran namero de trabajos de genética sobre parentesco y estudio de poblaciones. Asi, con el fin
de proporcionar una fuente general de marcadores genéticos para la identificacion de poblaciones
y cepas de hongos, Karaoglu et al., (2004) estudiaron nueve especies de hongos
taxondmicamente diferentes, entre ellas la cepa 521 de U. maydis, a pesar de que no se contaba
con los genomas completos de todas ellas. Determinando que no existe correlacion entre el
tamafio del genoma y la abundancia relativa de las repeticiones de los SSRs. Especificamente
para U. maydis, se determind que las repeticiones de hexanucleotidos fueron los méas abundantes,
ademas de presentar la abundancia relativa mas alta y la densidad mas alta con respecto a las
demas especies.

Munkacsi et al. (2008) utilizaron diez marcadores SSR para analizar la estructura de
poblaciones genéticas de cepas de U. maydis provenientes de México, Sudamérica, y USA, en
base a la evolucion de plantas infectadas de maices criollos y de sus antecesores de México.
Determinando que las cepas de U. maydis han sido aisladas extensamente desde el
establecimiento del maiz, en los cuales no existe una gran diferencia sobre la presencia de dicho
hongo; ademés de determinaron que su presencia no es mucho mayor que la domesticacion del
maiz. También determinaron que la diversidad genética entre las poblaciones de U. maydis en
México no es mayor comparadas con las de Sudamérica y USA, y que la evolucion entre ellas,
de igual forma no es tan grande, siendo casi simultanea en México y USA, a pesar de la
diferencia en el tiempo de cultivo del maiz.

Martinez-Espinoza et al. (2003) determinaron la presencia de U. maydis en diferentes
partes de plantulas de maiz infectadas con cepas de diferentes grados de virulencia, mediante
PCR y en base a secuencias correspondientes a una region conservada del homeodominio de los
genes bE de U. maydis. Se obtuvieron resultados exitosos a pesar de las cantidades pequefias de
ADN extraido.

2.7.1 Estudio del sistema U. maydis — maiz mediante métodos moleculares.

Se ha supuesto que los patdgenos que se asocian con el hospedero se distribuyen
geograficamente de acuerdo a la distribucion de éste ultimo, y que los efectos sufridos en él,

pueden repercutir en la evolucion, poblacion y estructura del patogeno. Esto significa que la
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domesticacion de cultivos ha tenido enormes repercusiones en la evolucion de patégenos en
periodos de tiempo cortos (Munkacsi et al., 2008). También se tiene la idea de que el patdgeno
debe tener su origen mucho tiempo antes del origen o la domesticacion de la planta. No obstante,
para algunos casos no se pueden establecer limites méximos para los momentos de su expansion,
a pesar de los datos extensos que se tienen sobre el cultivo. Y es que la historia demogréafica
demuestra que las practicas de la domesticacion y de la agricultura del maiz y sus antecesores,
ha afectado a los niveles globales de variacion genética de U. maydis y su distribucion
geogréfica (Munkacsi et al., 2008; Munkacsi et al. 2007).

En el caso del huitlacoche, la relacion simbiotica ha sido trazable experimentalmente, y
de igual forma su historia evolutiva y biogeografica, desde el antecesor del maiz (teosinte [Zea
mays ssp. parviglumis]) hasta éste ultimo (Zea mays). Determinando que los cambios recientes
en la geografia y estructura genética de las poblaciones de U. maydis son los mismos que para el
maiz (Abubakar et al., 2003; Voth et al., 2006). Lo cual ocurre a pesar de que U. maydis debe
tener su origen mucho tiempo antes de la domesticacion del maiz, la cual fue hace 6,000-10,000
afios (Staller et al. 2006; citado en Munkacsi et al., 2008), mientras que el maiz, fue domesticado
a partir de Z. mays ssp. parviglumis en el sur de México aproximadamente hace 8,000 — 10,000
afios (Matsuoka et al,.2002). Estos datos demuestran que este sistema muestra una resistencia
muy durable, a diferencia de los monocultivos, y que U. maydis no ha evolucionado, ya que su
resistencia ha durado mas de 50 afios, a pesar de que en los afios de 1900 se hicieron programas
contra el hongo que fueron viables (Neuhauser et al., 2003).

A partir de las relaciones planta — patdgeno, también se ha podido relacionar los
antecedentes historicos de los patdgenos con la dinamica actual de los cultivos, con lo que se
puede determinar la existencia de la correspondencia del origen geografico y centro de
diversidad. Por ejemplo, México es el centro de la diversidad genética de Phytophthora
infestans, que infecta a la papa, mientras que los Andes es el centro de origen de la papa. Esto
demuestra que la diversidad genética es fuertemente afectada por los acontecimientos
demogréaficos mas recientes (Zaffarano et al., 2006; Brunner et al., 2007; Goodwin, 1997;
Grunwald y Flier, 2005; Alpizar-Gomez et al., 2007, citados en Munkacsi et al., 2008).

Los datos obtenidos sobre la evolucién y la estructura genética del sistema maiz- U.
maydis, también se han podido extender a otros individuos asociados a ellos, con el fin de

determinar sus procesos de infeccion y coevolucion en diferentes zonas geograficas, como es el
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caso del micovirus H1 (Umv-H1). Este micovirus se estudio a partir de cepas provenientes de
USA: Minnesota, Ohio, Nebraska y Carolina de del Norte, asi como de México: Cuitzeo,
Michoacéan; Guachinango, Jalisco; Texcoco, México; Mazatlan, Guerrero; El Estanco, Jalisco;
La Cabacera, Jalisco; y Francisco Villa, Durango. Los resultados sugirieron que las poblaciones
dentro y entre USA y México de este virus, no se encuentran en equilibrio de la deriva y
migracion, tal vez por la edad de las poblaciones mexicanas o por el indice alto de migracion que
debe esperarse de U. maydis (Voth et al., 2006).

2.7.2 Estudios de U. maydis y otros hongos con ITS.

Las regiones de ITS han sido utiles porque han permitido distinguir entre varios niveles
de especies (Somai et al., 2002). Al comparar una pequefia parte del genoma, los ITS son viables
al revelar suficiente variabilidad para distinguir entre aislamientos y géneros, y frecuentemente
para distinguir organismos a nivel de especie. Sin embargo, algunas veces las especies y ciertos
aislados geograficos de una especie, han presentado secuencias idénticas o similares de ITS
(Bakkeren et al., 2000).

Esta técnica ha sido particularmente Util para el andlisis de especies relacionadas en
muchos géneros, incluyendo especies de hongos cultivados (Carbone y Kohn, 1993; Hallenberg
et al.,, 1996; Harrington y Potter, 1997; Hibbett et al., 1995; Mitchell y Bresinsky, 1999;
Moncalvo et al., 1995a, b; Pringle et al., 2000; Rehner y Uecker, 1994, citados en Zervakis et
al., 2004) y especies patogenas de cereales, logrando determinar diferencias genéticas entre
diferentes géneros de ellos, asi como el grado de especificidad con el hospedero (Roux et al.,
1998; Bakkeren et al., 2000; Stoll et al., 2003). Incluso, ha resultado viable, cuando no hay
sintomas o caracteristicas externas de la enfermedad (Albert y Schenck, 1996; Henson y French,
1993; Willits y Sherwood, 1998, citados en Martinez-Espinoza et al., 2003).

Respecto a esta técnica, se pueden mencionar estudios especificos mediante la region ITS
del ADNTr, para basiomicetos comestibles como Pleurotus ostreatus, Lentinula edades, y del
género Suillus, obteniendo la correlacion de cada especie con la biografia continental e
intercontinental, asi como la interrelacion con otros géneros (Vilgalys y Sun, 1994; Hibbett et al.,
1995, Hibbett et al., 1998; Wu et al., 2000; citado en Shen et al., 2002).

También se ha aplicado para determinar la relacion de algunos de estos hongos

comestibles con patdgenos, como es el caso de la enfermedad producida en Corea del Sur a
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Pleurotus por especies tradicionales y nuevas de Trichoderma koreana y T. pleurota (Park et al.,
2004, Hatvani et al., 2007, Kullnig-Gradinger et al., 2002, Park et al. 2004; citados en Komo-
Zelazowska et al., 2007).

Respecto a hongos patdgenos de cereales, se puede mencionar el estudio realizado por
Stukenbrock et al. 2007, quienes aislaron 123 cepas de Mycosphaerell graminicola, un hongo
patogeno del trigo, provenientes del noroeste de Iranian, provincia de Ardabil, una de las
localidades mas importantes de cultivo de trigo en Iran. De estas cepas, seleccionaron 28 para
obtener su secuencia por ITS, demostrando que el grupo més fuerte se expandid extensa y
globalmente gracias a las practicas humanas y las condiciones del trigo, cuya coespeciacion tomé
lugar en un periodo de tiempo evolutivo corto en las granjas, siendo de 10,000 a 12,000 afios, en
los cuales sufrié cambios el trigo por la domesticacion.

Un estudio realizado por Singh et al. (2005) con secuencias de ITS de Ustilagos, mostrd
las relaciones existentes entre especies cercanas de ellos. Para ello estudiaron aislamientos de U.
scitaminea provenientes de diversas partes del mundo, mostrando que presentan una pequefia
variacion entre ellos, y una variacion mayor con los otros Ustilagos estudiados (U. bullata, U.
tririci, U.nuda y U. maydis).

Entre los estudios realizados para determinar la viabilidad de la region ITS, se puede
mencionar el caso de Bakkeren et al., (2000), quienes al determinar las secuencias de 14 cepas
de Ustilaginales, mediante ITS y AFLP, concluyeron que los datos de las secuencias de ITS
normalmente son viables para identificar organismos a nivel de género, pero no asi a nivel de
especies, ya que no se puede distinguir con seguridad diferencias entre ellas. No obstante, estas
técnicas no mostraron desacuerdos y se complementan entre ellas. Resultados similares fueron
obtenidos por Becerra et al. (2007) con secuencias obtenidas mediante ITS y RAPD de cepas del
hongo entopatdgeno Beauveria bassiana provenientes de diversas regiones de Chile. Los
resultados obtenidos mediante RAPD mostraran un promedio de 43% de similitud entre los
aislamientos, mientras que mediante ITS fue de 83%; ademas de que la diversidad genética no
estuvo asociada con la zona geografica de los aislamientos.

Un estudio sobre la especificidad de hongos fitopatdgenos sobre sus hospederos fue
llevado a cabo por Stoll et al. (2003). En esta investigacion se determind la relacion entre y
dentro de miembros de Ustilago y Sporisorium. Con ésta se demostrd que con respecto a U.

maydis existen variedades de maiz no resistentes a él, en contraste con otros cereales que no son
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susceptibles a los Ustilagos, 1o que indica que existe una habilidad aparente del maiz para
defenderse de U. maydis. Se presume que dicha habilidad consiste en una composicion genética
especial, ya que aunque se supone que las précticas llevadas a cabo sobre el cultivo de maiz ha
Ilevado a generar una presion de seleccion especial de U. maydis, sélo a éste y a sus antecesores
logra infectar. Un trabajo similar empleando ademas la técnica de AFLP, establecié que las
relaciones filogenéticas de Sporisoriumreilianum, Tilletiales, y Ustilaginales, incluyendo U.
maydis, coinciden con el origen de sus hospederos. Y mas adn, con los resultados de
compatibilidad en plantulas de otros cultivos, con lo que se pudo determinar que U. maydis
Unicamente se desarrolla completamente en maiz, ya que aunque se obtienen agallas en otros

cultivos, no se producen teliosporas (Bakkeren et al., 2000).

2.8 Diversidad genética de U. maydis.

U. maydis presenta una amplia diversidad fenotipica en las diferentes estructuras
formadas en su ciclo de vida, es decir, en las formas, colores, tamarfios, texturas y nimero de las
teliosporas, esporidias, micelio y agallas, la cual ha sido reportada en general por Christensen
(1963). La diversidad de cada una de ellas se debe a que U. maydis se desarrolla de diferente
forma dependiendo del sustrato (parte de la planta, variedad de maiz, o medio de cultivo
artificial), y de las condiciones de desarrollo (agroecoldgicas en el campo o de cultivo en el
laboratorio). Dicha diversidad es amplia si se toma en cuenta que U. maydis s6lo se desarrolla
naturalmente en sustratos especificos como el teocintle (Zea mexicana), el teosinte (Euchlaena
mexicana), y el maiz (Zea mays), y de que en este Gltimo, s6lo se desarrolla en algunas
variedades, siendo las dulces las méas susceptibles.

Una parte de este trabajo desrrollado por Christensen, muestra una amplia diversidad de
las caracteristicas morfolégicas de U. maydis (Cuadro 1), reconociendo que desde entonces ya
existia un numero indefinido de biotipos nativos, tanto hapoloides como diploides, ademas de los
nuevos obtenidos por hibridacion y mutacion, existiendo hasta 1954, 15,000 diferentes biotipos
segun Rowell y DeVay (1954, citado en Christensen, 1963).

Existen pocos estudios realizados sobre la diversidad genética de U. maydis mediante
técnicas moleculares. Por ejemplo, el realizado por Zambino et al., (1997), quienes trabajaron
con muestras de U. maydis de cuatro lugares de Minesota, mediante la técnica de PCR de los

RFLPs. Sus resultados demostraron que existe una alta diversidad del locus de apareamiento b
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dentro de las poblaciones, pero niveles muy bajos de diferenciacion entre las poblaciones, y que

los tipos de acoplamiento fueron encontrados a través de las distancias geograficas amplias.

Tabla 2.1 Caracteristicas morfologicas de U. maydis
documentadas por Christensen (1963).

Teliosporas.
Forma: elipcoidales, esféricas o globosas y subglobosas, mas 0 menos irregulares, muy
equinuladas, angulares. Tamafo: generalmente de 7 a 11 micras de diametro, y pocos
casos mayores a 15 micras; segun la fuente van de 4.8 a 30.7 micras. Color: oliva tenue a
café intenso (Christensen, 1931; Clinton (1943, 1904) y Fischer (1953).

Esporidias.
Varian segun el medio artificial, la fuente y la linea -haploide o diploide-Longitud: 13.4 a
28.9 micras. Forma de esporidias primarias: regulares, hialinas, y fusiformes (Christensen,
1931).

Hifas haploides.
Son muy finas, generalmente uninucleadas y no desarrolladas extensivamente; algunas
veces pueden continuar creciendo en presencia del micelio dicariotico (Rawitscher, 1912,
1922; Ehrlich, 1958).

Micelio parasitico.
Es uninucleado y haploide hasta que aproximadamente se forman las teliosporas
(Rawitscher, 1012, 1022; Ehrlich, 1958).

Micelio dicariético.
El mas comun es irregular y variable en forma, frecuentemente ramificadas, algunas veces
contorsionados. Otro tipo es fuerte, uniforme y muy extensivo. El tercer tipo es muy
contorsionado y en forma de racimo. Compuestos de células uninucleadas en segmentos
que llegan a ser teliosporas (Christensen, 1931; Ehrlich, 1958).

Células del micelio parasitico.
Son binucleadas, multinucleadas y algunas veces asociadas en pares (Ehrlich, 1958;
Sleumer, 1932; Lutman, 1910; Christensen, 1929, 1931; Clinton, 1900).

Esporidias y células hifales en la planta.
Son haploides y diploides, la mayoria uninucleadas.

Esporidias solopatogénicas y monosparicas.
Las solopatogénicas son heterotalicas, y las monospdricas ocasionalmente lo son.
Presentes en agallas especificas y en algunas cruzas. Las solopatogénicas no son comunes
(Eddins, 1929; Christensen, 1929,1931; Gattani, 1946; Sleumer, 1932; Wilkinson y Kent,
1945).

Elaboracion propia a partir de Christensen (1963).
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Un trabajo similar en México, fue realizado por Valverde et al., (2000), quienes
estudiaron 30 cepas nativas de U. maydis pertenecientes a cinco diferentes lugares de Meéxico
(Irapuato, Toluca y Pachuca, Oaxaca, y Culiacdn) mediante RFLP. Con ello se pudo determinar
que la poblacion de Irapuato fue la mas divergente, mientras que las de Oaxaca y Pachuca estan
muy relacionadas. Sin embargo, no se encontré correlacion entre las distancias genéticas y

geograficas, lo que indica que existe diversidad genética considerable dentro y entre ellas.

Resultados muy interesantes se obtuvieron al estudiar siete poblaciones de U. maydis
provenientes de Norteamérica, mediante once pruebas gendmicas de RFLPs. Los reultados
obtenidos muestran que no existe aislamiento por distancia, lo cual se debe a la dispersion de las
esporas Y las altas tasas de migracion. Ademas de que las poblaciones mantienen altos niveles de
heterocigosidad, y que no se distribuyen uniformemente entre las poblaciones genéticamente
variables de maiz en las diferentes regiones geograficas donde se cultivan, lo cual se debe a que
se reproduce sexualmente (Neuhauser et al., 2003).

Estos estudios demuestran que las poblaciones contemporaneas de U. maydis muestran
poca migracion de genes a larga distancia, a pesar de mantener una variacion sustancial y de
mostrar bajos niveles de endogamia local, lo que sugiere que las practicas modernas han
modificado a U. maydis (Voth et al., 2006; Barnes et al., 2004).

2.9 El huitlacoche.

Cuando se da la interaccidn entre maiz- U. maydis, se obtiene el huitlacoche, el cual se ha
consumido desde la época prehispanica debido a su sabor caracteristico Unico. Incluso,
actualmente su consumo va en aumento, ya que tiene una gran demanda en Europa, Japon y
Estados Unidos, principalmente. Esto ha provocado que se realicen una variedad de estudios
respecto a este producto, que va desde las técnicas para obtener una mayor cantidad de este
producto en diferentes épocas del afio, asi como la determinacion de propiedades nutricionales y

funcionales, como se detallara a continuacion.

2.9.1 Historia del consumo del huitlacoche.

México es una potencia mundial en materia de diversidad cultural indigena, las cuales
tienen una antigliedad que va de varios siglos hasta milenios. En el tiempo de la conquista de

Tenochtitlan se piensa que habia més de cien grupos étnicos diferentes, las “Naciones Indias”
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como se conocian en ese entonces. Ademas, si se toma en cuenta que una de las manifestaciones
mas importantes de la cultura es la cocina, la cual es propia para cada region o cultura. Entonces
no es de sorprenderse que cada uno de estos grupos tenian sus propias costumbres
gastronomicas, teniendo en comdn el chile, el frijol y el maiz (lturriaga, 1998a). Y es que es
bien cierto, que las costumbres y las necesidades de alimentacion de las poblaciones han estado
en funcion de los recursos disponibles en su medio ambiente, asi como los que se pueden
generar a partir de éste. En el caso de las culturas mesoamericanas dada la diversidad de
condiciones agroecoldgicas de esta region, y con la consecuente biodiversidad presente en
microorganismos vegetales y animales, hicieron que sus pobladores llevaran dietas ricas, no tan
solo de forma suficiente, sino en su variedad Yy en sus nutrientes. Esta diversidad de alimentos se
encuentra bien documentada en el caso de los aztecas en el centro del pais, y de los mayas en la
peninsula de Yucatan. Siendo uno de los principales autores, Bernal Diaz del Castillo, soldado
de Hernan Cortés, quien describio detalladamente las actividades y productos del mercado de
Tlatelolco en la capital mexica, y de igual forma de los banquetes del emperador Moctezuma I,
en su obra “Historia verdadera de la conquista de la Nueva Espafia”. Por su parte Bernardino de
Sahagun, narra las costumbres culinarias del México prehispanico, en su obra “Historia general
de las cosas de Nueva Espana”. EI dominico Diego Duran, también realizd una importante
aportacion de los alimentos que los aztecas recibian de otros pueblos, como impuesto o tributo,
en “Historia de las Indias de Nueva Espafia”. El franciscano Diego de Landa, de igual forma
escribi6 sobre las costumbres de la cultura Maya en “Relacion de las cosas de Yucatan”, donde
destaca que la cocina prehispanica incluia varios guisos cotidianos y de temporada que estaban
relacionados con las principales fiestas para honrar a los dioses del pantedn indigena, con los
cultivos agricolas, y con la climatologia de las estaciones del afio (Iturriaga, 1998b).

En el caso del maiz tenia tanta importancia que era considerada una planta sagrada, y su
aprovechamiento fue total, desde las mazorcas como alimento para el ser humano y para los
animales, los estigmas como medicina, las hojas como envolturas de alimentos, los olotes como
combustible y alimento para ganado, hasta el consumo de los gusanos eloteros como relleno de
tortillas, asi como del huitlacoche, que a pesar de su apariencia, se le consideraba un manjar de
reyes en la época de los aztecas, debido a que se le consideraba como un destilado, y por ello,

como materia preciosa.
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Los hongos fueron utilizados por las culturas mesoamericanas en su alimentacion, en la
medicina, en festividades y en ceremonias religiosas. Ademas se utilizaban las levaduras y
mohos para la elaboracion de bebidas populares, como el pozol, el colonche, la tuba y el tejuino
obtenidos al fermentar algunos productos como el maiz (Guzmén, 1994). Asi, en la cultura
Nahuatl y Maya, los hongos llegaron a tener un rango elevado al grado de considerarseles como
"comida de dioses y reyes". Uno de los hongos més apreciados desde entonces fue el huitlacoche
también conocido como cuitlacoche, carbon del maiz, hongo del maiz, papiotl, y pupoiol. Su
consumo era exclusivo para los emperadores por ser considerado como un manjar. Sin embargo,
en la actualidad el huitlacoche es uno de los hongos méas consumidos en México, y por ello es el
mas importante, lo cual se debe a su sabor Unico. Esto ha hecho que no tan s6lo se haya
empleado para preparar platillos tradicionales de México, como el esmoloc, el cual es una bebida
de Chiapas; el mole prieto de Tlaxcala que se prepara con huitlacoche deshidratado; y las
tradicionales quesadillas, tacos, y otros antojitos en varias partes del centro de México. En la
actualidad, el huitlacoche se cocina salteandolo en aceite o manteca con cebolla, ajo, chile fresco
y epazote, siendo la forma mas comun de prepararlo en Puebla, Tlaxcala, Hidalgo, Michoacén, y
en el D.F. También se ha considerado como uno de los platillos de la alta cocina internacional, y
de la “nueva cocina mexicana”, ya que se ha utilizado por chefs prestigiados en restaurantes
exclusivos, preparando sopas, cremas, omelettes, budines, mousse; relleno de crepas, chiles
poblanos, pechugas de pollo, ternera, escalopas de cerdo, filete de pescado; y salsas para
acompariar otros platillos. Por ello, se le ha reconocido como exquisitez culinaria en diversos
periddicos y revistas como “Le Monde”, “New York Magazine”, “Playboy”, “Country Living”,
“Bon Appétit”, “Vogue”, “The Egyptian Gazette”, y otras (Gonzalez- Alamillo, 2010; Jiménez
de Leon, 2007).

Por todo lo mencionado, se dice que la cocina mexicana es algo mas que preparaciones
indigenas conservadas a lo largo de los siglos, ya que es un injerto de ingredientes del Viejo
Mundo con éstas, dando como resultado un arte culinario evolucionado a través de los siglos
(Palazuelos, 1997). Por ello, muchos de ellos se han convertido en gourmets, a pesar de que
durante muchos afios y por la misma poblacidn europea habian sido rechazados y estigmatizados

como alimentos de los pobres y prohibidos por la nueva religion (Long, 1997).
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2.9.2 Propiedades nutritivas del huitlacoche.

El valor nutricional de diferentes hongos nativos reside principalmente en su contenido de
vitaminas y minerales como zinc, hierro, cobre, etc. (Manzi et al., 2001), de proteinas y de fibra
dietética, los cuales son relativamente altos, siendo hasta 7 y 9 g/ 100 g, respectivamente, asi
como por su contenido bajo de calorias (30 a 130 Kcal/100 g) (Serafin- Mufioz et al., 2005). Y
el huitlacoche no es la excepcion, ya que posee atributos nutricionales que lo hacen un alimento
potencial y nutracéutico.

En este aspecto, Valverde y Paredes- Lopez (1993), Venegas et al. (1995), Valverde et al.
(1995), Paredes- Lopez (2000), y Castro-Espinoza y Ruiz- Herndndez (2003) han reportado
datos dentro de rangos similares y complementarios acerca de su composicion proximal en base
seca, mostrando que la cantidad de proteinas es moderada (1.62 a 16.4 %), pero mas alta que en
el maiz y otros cereales. El contenido de hidratos de carbono y fibra es alto (53 a66.5% y7.5a
26.6 %, respectivamente), mientras que el de grasas es bajo (1.0 a 6.5 %). Cabe mencionar, que
la composicion proximal varia ampliamente entre los diferentes trabajos debido a la diversidad
de las condiciones agroecologicas, asi com por las cepas de U. maydis y las combinaciones que
se usan de ellas. Sobre los componentes basicos de las biomoléculas mencionadas, se ha
determinado que contiene aminoacidos esenciales y otros importantes por su papel en el sabor,
cuyo contenido global varia entre 0.08—3.21 mg/g en base seca, siendo la lisina el de mayor
proporcién (3.21 mg/g), seguido de glicina, valina, leucina, y acido glutdmico, asi como otros
catorce aminoacidos comunes, y otros no comunes como el acido y-aminobutirico, ornitina, y el
acido tricotémico (Lizarraga-Guerra y Lopez, 1996). Su contenido de é&cidos grasos es elevado,
siendo los predominantes el palmitico, el oléico y el linoléico, donde destaca la importancia de
este Gltimo debido a que es esencial (Gunasekaran, 1972; Valverde y Paredes- Lopez, 1993;
Venegas et al., 1995). Contiene también monosacéridos, de los cuales se han detectado
veintisiete, siendo los mas abundantes la glucosa (143.2 mg/g) y la fructosa (71.10 mg/g),
seguidos del glicerol (8.5 mg/g), el sorbitol (4.45 mg/g), y el manitol (3.17 mg/g) (Lizarraga-
Guerray Lépez, 1998).

Ademaés contiene cantidades considerables de polifenoles, p-glucanos, azlcares libres,
que lo hacen un alimento nutracéutico, por lo que pueden ayudar en la prevencion de
enfermedades como el cancer y la arteriosclerosis, entre otras. Adicionalmente tiene niveles

adecuados de vitaminas (tiamina, biotina, riboflavina, niacina, acido félico y acido ascérbico) y
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minerales como el calcio, nitrogeno, y fésforo (Paredes- Lépez y Valverde, 2006; Castro-
Espinoza y Ruiz- Herndndez, 2003), y oligoelementos (en pg/g, en peso seco) como el cromo
(2.15), cobre (2.22), hierro (19.0), manganeso (0.37), niquel (0.43) y plomo (1.5) (Serafin-
Mufioz et al.,, 2005). También contiene compuestos antioxidantes tales como lacasas y
tirosinasas, las cuales tienen efectos antioxidantes sobre p- hidroxifenoles in vitro (Desentis-
Mendoza et al., 2006). Asi mismo, U. maydis tiene genes que involucran la biosintesis de
antioxidantes de bajo peso molecular como el &cido ascorbico, glutation, tocoferoles, NADH, y
NADPH (Molina y Kahmann, 2007), los cuales podrian estar en cantidades suficientes para que

el huitlacoche proporcione propiedades antioxidantes.

2.9.3 Meétodos de produccion de huitlacoche.

Aunque U. maydis ha sido ampliamente estudiado por ocasionar grandes pérdidas
economicas (Martinez-Espinoza et al., 2002), en México este hongo no es considerado como una
plaga, ya que sélo infecta del 1 al 5 % de las plantas en un cultivo. Por ello, es ain mas apreciado
por los agricultores, ya que representa un excedente economico debido a que el valor de una
mazorca puede llegar hasta 20 a 50 veces mas que el de una sana.

Sin embargo, este interés no es nuevo, ya que desde la domesticacion del maiz hace
aproximadamente 8,000-10,000 afios, ha sido consumido. Sin embargo, su consumo se ha
incrementado en los Gltimos afios, al grado de tener una gran demanda a nivel internacional,
principalmente en Estados Unidos, Union Europea y Jap6n, por considerarlo como una
exquisitez, y donde es conocido como ‘‘caviar azteca”, “trufa mexicana”, “hongo del maiz” y
“maizteca” (Ruiz-Herrera y Martinez-Espinoza, 1998; Paredes- Lopez y Valverde, 2006). Por
este motivo, el huitlacoche ha llegado a alcanzar un precio en el mercado de Estados Unidos
hasta de 20 USD$/ Kg, como producto congelado, aunque como producto fresco se
comercializa en 11.16 USD$/ Kg y 3.5 USD$/ mazorca. Mientras que en México varia segun la
calidad como producto fresco, y de acuerdo a la temporada de cosecha (Julio y Agosto), siendo
de 1.60 USD$/ Kg para el de menor calidad (agallas reventadas) y 3.2 USD$/ Kg para el de
mejor calidad, en temporada, y hasta 6.36 USD$/ Kg fuera de temporada, incluso ha alcanzado
precios hasta de 40.28 USD$/ Kg en invierno (Pataky, 1991, 2002; Villanueva, 1997, 1999).

Sin embargo, la produccion natural o espontanea es insuficiente para el mercado, ya que

en la época de mayor oferta, que es en los meses de Julio y Agosto, se comercializan entre 300 a
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500 toneladas de producto fresco por afio en los mercados de la ciudad de México (Kealey y
Kosikowski, 1981, citado en Villanueava, 1997). Por consiguiente, su industrializacion, es
escasa, ya que entre los afios 2000 al 2006, s6lo existian seis empresas de origen mexicano y
norteamericano dedicadas a comercializarlo, principalmente en forma enlatada, congelada o
liofilizada (Valverde et al., 2000; Pataky, 2002).

Por estas razones, los productores de maiz en México han intentado algunas técnicas para
inducir la infeccion, principalmente durante la fertilizacion. Incluso, en los ultimos afios, se ha
realizado un numero considerable de investigaciones con este fin, las cuales consisten en
determinar condiciones ambientales, uso de cepas nativas, mezclas de ellas y hasta cruzas
altamente infectivas, cantidad de inoculo, forma y época de aplicacion del indculo, etc., tanto a
campo abierto como en invernadero (Villanueva, 1997). Con los cuales se ha podido demostrar
la rentabilidad de dicho proceso, siendo aproximadamente de 1,990.8 USD$/ hectérea en
temporada y de 11,157.5 USD$/ hectarea fuera de ella, segin datos de Villanueva (1997)
obtenidos en un experimento en una localidad del estado de Puebla.

De igual manera, investigadores de otros paises, principalmente en Estados Unidos, han
contribuido en estos esfuerzos. Llevandose las primeras tentativas por parte de Pataky, du Toit,
Pope, McCarter, Snetselaar y Zimmerman; mientras que en México por Villanueva, Valverde,
y Paredes- Lopez como se detallara a continuacion.

Probablemente los datos mas antiguos con fines de produccién de huitlacoche datan de
1989 por Thakur et al., quienes inyectaron el in6culo en el nudo apical, con resultados muy
satisfactorios. En otra investigacion Pataky (1991) probé la aplicacion del indculo por medio de
aspersion entre el entre sexto y octavo nudo del tallo, con resultados significativos. A partir de
1992 se utilizo la aplicacion del in6culo por medio de inyeccién, asi, se empled la inyeccion
transversal de mazorcas por el canal de los estigmas con cepas cruzadas, con un éxito mayor que
en el caso anterior (Pope y Mc Carter, 1991y 1992). Zimmerman y Pataky, (1992) inocularon
las plantas de maiz en diferentes etapas de desarrollo, donde se obtuvieron resultados aceptables
en plantas con estigmas totalmente emergidos. A partir de 1995, se ha probado este ultimo
método con algunas variantes, como el porcentaje de polinizacion de las mazorcas (Pataky y
Kerns, 1995; Valverde et al., 1995; Villanueva, 1997; Villanueva et al., 1999; duToit y Pataky,
1999a; duToit y Pataky, 1999b). En el caso de Hartmann et al. (1996) lograron infectar con éxito

total las plantas inoculadas con la cruza de cepas FB1 y FB2. Mientras que Snetselaar et al.,
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(2001) obtuvieron resultados similares al inocular las plantas cuatro dias antes de la polinizacion.
En base a estos resultados Pataky y Chandler (2003) eliminaron las espigas del maiz para evitar
la polinizacion, sin embargo, obtuvieron resultados menos exitosos.

A pesar de todos estos resultados, algunas veces no se ha podido reproducir los
resultados, lo cual se puede deber a varios factores. Uno de ellos es la aparicion del hongo en el
maiz, la cual depende principalmente de las condiciones ambientales y a la asociacién entre la
etapa de desarrollo del cultivo (Pataky, 1991). Otro factor, es la presencia de las teliosporas, ya
que una sola espora de una especie de origen geogréfico distinto, afecta diferencialmente el
crecimiento y la fisiologia de la planta a la que se asocia, tal como sucede en los hongos
micorrizicos arbusculares (Koch et al., 2003). También pueden afectar mecanismos de defensa
especificos de la variedad de maiz contra U. maydis, ya que algunas de ellas pueden formar de
una capa de células muertas en la zona de incision producida por la inoculacion por inyeccion,
impidiendo que los filamentos del hongo sean incapaces de crecer mas alld de esta zona
(Snetselaar et al., 2001).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

Para lograr los objetivos planteados, la presente investigacion se llevo a cabo en dos

fases, la de campo y la de laboratorio, de acuerdo al diagrama de flujo presentado en la figura

3.1.

Figura 3.1 Diagrama de flujo de la metodologia desarrollada
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3.1 Recoleccién de huitlacoche.

La primera etapa de la presente investigacion consistié en recolectar especimenes de
huitlacoche desarrollado en las diferentes partes de la planta de maiz, es decir tanto mazorcas,
como en tallos y espigas, y en algunos casos donde no se pudo obtener de estas formas, se
obtuvieron solo las agallas.

De esta forma, se logré recolectar 106 especimenes de huitlacoche entre los meses de
Julio a diciembre del afio 2008. Los cuales provinieron de diferentes zonas geograficas de nueve
estados del centro de México (Chiapas, Estado de Mexico, Guanajuato, Hidalgo, Morelos,
Puebla, Querétaro, Tlaxcala, y Veracruz).

Esta cantidad no hubiera sido posible sin el apoyo de amigos y académicos. Por lo que se
agradece la colaboracion para facilitar la recoleccion en los campos experimentales del Dr.
Arahén Hernandez (campo experimental en Huaquechula, Pue), del Dr. Abel Gil (campo
experimental Huejotzingo, Pue.), y del M.C. Arturo Terron (campo experimental INIFAP-Bajio,
Celaya, Gto.). Asi como la adquisicion de especimenes en parcelas y mercados de otros estados
por el Dr. Porfirio Morales (Tihuatlan, Ver. y San Cristobal de las Casas, Chis.), el Dr. Mario
Valadéz (Queretaro, Qro.), el Dr. Daniel Martinez (Tepoztlan, Mor.) y el Biol. Wilfredo
Martinez (Zacapoaxtla, Pue.).

3.2 Caracterizacion fenotipica.

La segunda etapa se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos
Comestibles, Funcionales y Medicinales del Colegio de Postgraduados Campus Puebla, México.
La cual se inicié con la descripcion de las caracteristicas fenotipicas mas relevantes de los
especimenes de huitlacoche obtenidos (Anexo B1. Formato de las caracteristicas fenotipicas de
los especimenes de huitlacoche recolectado). Cabe mencionar que los datos solicitados en el
formato se lograron completamente para casi todas las mazorcas frescas, ya que para el resto de
los especimenes (mazorcas secas, agallas frescas y secas, tallos y espiga) no fue posible por su
propia naturaleza (Anexo B2. Registros de los datos de las caracteristicas fenotipicas de los
especimenes de huitlacoche recolectado). De igual forma para las mazorcas frescas fueron las
Unicas que se tiene registro de sus imagenes, por considerarseles especimenes completos (Anexo

B3.Fotografias de mazorcas de huitlacoche recolectadas en el centro de México).
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3.2.1 Caracterizacion de las teliosporas.

Una vez registrados los datos de morfologia de las diferentes especimenes recolectados
de huitlacoche, se procedi6 a preparar la muestra para observar microscopicamente la estructura

de las teliosporas, como se detalla a continuacion.

1. Seseleccionaron 2 6 3 agallas grandes, integras y llenas de teliosporas de cada espécimen.

2. Se tomo la mas pequefia de ellas y se lavé con solucion de detergente, enjuagandola primero
con agua potable y finalmente con agua destilada estéril (ADE). El resto de las agallas se
guardaron para la obtencion de progenie.

3. Setomo la agalla y se eliminé la capa externa con agujas estériles.

4. Se tomd una pequefia cantidad de teliosporas y se colocaron en un eppendorf de 1.5 mL que
contenia 0.5 mL de ADE.

5. Se agitd por inmersion y se tomaron 100 ul de solucion, y se colocaron en un portaobjetos
previamente desengrasado y desinfectado. Se colocd el cubreobjetos y se observé con
microscopio optico (Karl Zeiss).

6. Se tomaron datos de color, forma y tamafio de las teliosporas.

3.2.2 Obtencion de progenie y conservacion de esporidias.

Las agallas restantes del paso anterior, se desinfectaron y trataron para obtener progenie a
partir de las teliosporas de acuerdo a Holliday (1974) modificado, como se detalla a
continuacion.
1. Las agallas seleccionadas se colocaron en un vaso de precipitados de 100 mL con suficiente
solucion de hipoclorito de sodio al 10 % para cubrirlas, dejandolas reposar por 30 segundos.
2. Se enjuagaron dos veces con ADE.
3. Setomo una agalla y se elimind la capa externa con agujas estériles.
4. Se tomo una cantidad suficiente de teliosporas colocandolas en un eppendorf de 1.5 mL, y se
le agregd 1mL de solucién de CuSO, al 1.5%. En caso de que la cantidad de teliosporas no
fueran suficientes, se agregaron mas teliosporas, ya sea de la misma agalla o de la restante.
5. Se dejo reposar por aproximadamente 14 h a temperatura ambiente y en oscuridad.
6. Se centrifug6 a 2500 rpm por 15minutos.
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7. Se tomaron 100ul de solucion sobrenadante y se sembrd por extension en superficie en
PDAC (agar papa dextrosa (PDA, de laboratorios Bioxon) adicionado con cloranfenicol a 500
ppm). Se incubaron a 28 - 30 °C por 24 - 48 h.

8. Se seleccionaron colonias sospechosas (levaduriformes), resembrandolas por estria en
PDACA (PDA adicionado con carbén activado al 1%), y se incubaron a 28 -30 °C por 24 -48 h.
9. Se seleccionaron colonias levaduriformes sospechosas y se resembraron por estria en placas
con PDA. Se Incubaron a 28 -30 °C por 24 -48 h.

10. Se conservaron en refrigeracion por 14 dias como maximo, tiempo tras el cual se
resembraron continuamente en ese periodo.

Nota: Todo el material aislado se encuentra depositado en el Centro de Recursos Genéticos de
Hongos Comestibles (CREGENHC) del Colegio de Postgraduados Campus Puebla, en donde se
mantiene y conserva en PDA.

3.2.3 Caracterizacion de esporidias.

Las esporidias obtenidas del paso anterior fueron caracterizada mediante microscopio
optico (Karl Zeiss) de forma similar que las teliosporas, sélo que para este caso se tomé una
colonia de la cepa, en lugar de una cantidad de teliosporas.

3.2.4 Analisis estadistico de los datos de caracterizacion fenotipica.

Para el andlisis de los datos morfol6gicos de los especimenes de huitlacoche, asi como de
las teliosporas y las esporidias, se obtuvieron correlaciones de ellos mediante el programa SPPS
15.0.

3.3 Caracterizacion genética de las cepas aisladas de U. maydis.

Una vez que se obtuvieron las esporidias de cada cepa, se procedié a determinar su
filogenia, para lo cual se inici6 con la generacion de suficiente biomasa, hasta obtener el arbol

filogenético de todas las cepas como se detalla a continuacion.

3.3.1 Produccién de biomasa.

Para obtener el ADN, primero se tuvo que producir suficiente cantidad de biomasa de
cada cepa, lo cual se logré bajo el siguiente procedimiento.
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1. Se tomo0 aproximadamente un centimetro cuadro de colonias de cada cepa y coloco en un
tubo con 5 mL de medio liquido de papa dextrosa (PDB, de laboratorios Bioxon) estéril. Y se
incubo a temperatura ambiente a 175 rpm por 24 h.

2. Setomaron 3 mL del cultivo y se adicionaron a 5 mL de PBD estéril fresco. Se incubé a 175
rpm y a temperatura ambiente por 48 h.

3. Se paso el medio a tubos de centrifuga y se centrifugd a 2500 rpm por 10 minutos.

4. Se elimind el sobrenadante y las células se enjuagaron dos veces por centrifugado con 1 mL
de ADE. Se pasaron a un eppendorf de 2 mL eliminando el exceso de ADE.

5. Los eppendorf se introdujeron a nitrégeno liquido por 30 s. Se mantuvieron en congelacion
hasta la liofilizacion.

6. La biomasa contenida en los eppendorf se liofilizé por 24 h.

7. Se conservo a temperatura ambiente y en un lugar seco hasta la extraccion de ADN, lo cual

no debe sobrepasar 2 meses.

3.3.2 Extraccion de ADN.

La extraccion de ADN de cada aislamiento se realiz6 de acuerdo a Challen et al. (1995):
1. Se agregaron 650 pl de buffer de extraccion (KCI 1M, EDTA 0.5M a pH 8.0, Triton al 20%
y H,0 destilada estéril) al eppendorf que contenia la biomasa de la cepa y se homogenizo.
2. Seleagreg6 3 pl de RNAasa mezclando por inmersion.
3. Se incubo a bafio Maria a una temperatura de 70 °C por 30 min.
4. Se centrifug6 a 13,000 rpm a temperatura ambiente por 10 min.
5. Se tomé el sobrenadante y se filtrd en una columna del Kit Quiagen (Plasmid Mini Kit, Cat
N°12125), previamente equilibrada con 1 mL de buffer QBT.
6. Selavo 4 veces con 1 mL de buffer QC.
7. Se eluyé con 700 pl de buffer QF y se colectd en un eppendorf de 1.5 mL.
8. Se adicionaron 700 ul de 2-propanol para precipitar el ADN, mezclando por inmersion.
9. Se esperd dos minutos y se centrifugo por 20 minutos a 13,000 rpm.
10. Se elimin6 el 2- propanol, y se lavo el pellet con 500 pl de etanol al 70%.
11. Se centrifugd por 10 minutos a 13,000 rpm, y se elimin0 el etanol.

12. Se seco el pellet en estufa por 30 min.
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13. El pellet se resupendi6 en 20 pl de TE.
14. Se incubd en bafio Maria por 30 minutos.

15. Se conservo en refrigeracion hasta la determinacion de la calidad del ADN.

3.3.3 Determinacién de la calidad del ADN.

La calidad del ADN se determiné por el método de Sambrook et al., (1989).
1. En un gel de agarosa al 1% suplementado con bromuro de etidio (1 pl /100 mL), se coloco
en cada celda una mezcla de ADN constituida por 2 pl de ADN, 2 pl de colorante y 6 pl de
buffer TE.
2. En otras dos celdas se colocaron los estandares, el estandar 1: 1ul A DNA =10 ng, VY el
estandar 2: 2ul A DNA =20 ng.
3. El gel se corrio por electroforesis a 70 V por 85 min.
4. Inmediatamente se determind la calidad y cantidad del ADN en el transiluminador UV (Gel
Doc 2000, Bio- Rad) que se controla por el micropocesador “Quantity one” (Figura 3.1)
5. Las muestras cuyo ADN resulté de calidad y cantidad adecuada, se mantuvieron en

congelacién hasta su uso para el PCR.

Figura 3.2 Gel de agarosa de algunas cepas de U.maydis aisladas
para determinar la cantidad y calidad del ADN extraido
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3.3.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

El ADN con las caracteristicas mencionadas, se amplific6 diferencialmente, mediante
PCR, la region ITS1 (5TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) e ITS4
(5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3) del rADN, mediante el siguiente procedimiento.
1. Enun eppendorf de 200 pl, se adicionaron 5 pl de ITS1, 5 ul de 1TS4, 25 pl de PCR Master
y 15 pl de una solucion de ADN con agua de PCR que contenian 40 ng/pl de ADN, para tener un
volumen total de 50 pl.
2. Se colocd en el termociclador Gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer) bajo las
siguientes condiciones. Un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95 °C por 1 min., seguida por 30
ciclos de 94 °C por 30 seg., 50 °C por 45 seg, 72 °C por 5 min. y un periodo final de extension a
72 °C por 5 min.
3. Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa del mismo modo
que para el caso de ADN descrito anteriormente, excepto que en lugar de colocar los dos
estandares mencionados, se colocaron 3ul de DNA Molecular Weight Marker 111, 0.12 - 21.20
(Figura 3.2)
4. La visualizacion de las bandas se realizé bajo luz ultravioleta del mismo modo que para el

ADN mencionado arriba.

3.3.5 Purificaciéon de los productos de PCR.

Los productos de PCR se purificaron utilizando el Kit Quiagen (QIA quik PCR
Purification, Cat. N° 28106).
En una columna del Kit se adiciond 5 volimenes de PB a un volumen del producto de PCR.
Se centrifugd a 13,000 rpm por 1 minuto.
Se agregaron 750 ul de PE.
Se centrifugd a 13,000 rpm por 1 minuto.
Se eliming el filtrado y se colocé un eppendorf de 1.5 mL para recuperar el siguiente filtrado.

o gk~ w0 Dd P

Se adicion6 30 mL de EB o de agua de PCR. Se dejé reposar por 1 minuto y se centrifugo a
13,000 rpm por 1 minuto.
7. El filtrado obtenido, es el producto de PCR purificado.
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8. Los productos de PCR purificados se separaron por electroforesis en gel de agarosa del
mismo modo que para el caso de ADN descrito anteriormente, pero ademas se colocaron 3ul de
DNA Molecular Weight Marker 111, 0.12 - 21.20, y de igual forma el estandar 1: 1ul A DNA =
10 ng, el estandar 2: 2ul A DNA =20 ng (Figura 3.3).

9. La visualizacién de las bandas se realizd bajo luz ultravioleta del mismo modo que para el
ADN mencionado arriba.

Figura 3.3 Gel de agarosa de algunas cepas de U. maydis aisladas
para determinar los productos de PCR

MW Um68b Um69a Um69b Um70 Um71 Um72 Um73 Um74 Um75 Um76 Um77

3.4 Secuenciacion.
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Los productos de PCR purificados se enviaron a secuenciar a SeqWright por
secuenciacion directa de cada una de las cepas de U. maydis (Anexo Al. Secuencias de ITS-4 de
Ustilago maydis del centro del centro de México).

3.5 Alineacion de secuencias.

Una vez obtenidas las secuencias de cada cepa de U. maydis, se procedio a recortarlas y
alinearlas manualmente con el programa M4: Aligment Explorer/CLUSTAL de MEGA 4.0.2.

Para realizar inferencias filogenéticas mas confiables, se procedid a bajar secuencias de
especies y de géneros similares (Ustilagos, Sporosorium y Puccina) reportadas en el GenBank de
BLAST del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) mediante la bdsqueda por similaridad
(mayor a 90%).

Gel de agarosa de algunas cepas de U. maydis aisladas para determinar los productos purificados
de PCR

Figura 3.4 Gel de agarosa de algunas cepas de U. maydis aisladas

para determinar los productos purificados de PCR

MwW St2 St1 Um68b Um69a Um69b Um70 Um71 Um72 Um73 Um75 Um76 Um77
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3.6 Construccion de los arboles filogenéticos.

Las secuencias recortadas y alineadas fueron editadas y se usaron para construir los
dendogramas que permitieran tener una idea de la filogenia de los especimenes estudiados. Para
ello se utilizd el método de clustal de Maxima Parsimonia del software Mega 4.0.2
(http://www.megasoftware.net/mega4l1.html).

51



IV. RESULTADOS

De acuerdo a la metodologia planteada en el capitulo anterior, se obtuvieron los
siguientes resultados.

4.1 Caracterizacion del huitlacoche.

Se obtuvieron 106 especimenes de huitlacoche de 42 zonas geogréficas de nueve estados
de México (Tablas 4.1 y 4.2), donde la mayoria de los especimenes fueron obtenidos en diversas
localidades del estado de Puebla (52.83%) debido a la mayor accesibilidad a las diferentes
fuentes de obtencion de las muestras recolectadas. En primer término, la fuente de adquisicion
maés abundante correspondi6 a los campos experimentales (54.72%), en vista de que en estos el
huitlacoche no se recolecta por el personal de apoyo o trabajadores de campo porque es parte de
los datos experimentales; sin embargo, se permitio colectar sélo las agallas que habian infectado
a la mazorca. La segunda fuente correspondio a los mercados y tianguis locales y regionales
(36.79%), ya que en la mayor parte de las parcelas de maiz de la region centro de México, los
propietarios y los jornaleros o peones de la localidad recolectan el huitlacoche y lo llevan a
vender a los mercados mas cercanos. Y finalmente, el resto de los especimenes (8.49%) se
recolectaron una vez solicitado el permiso correspondiente, directamente de parcelas de
productores de maiz (Tabla 4.3).

Los especimenes fueron obtenidos de la forma mas comun que se conoce en el mercado,
es decir, como mazorca o solo las agallas (51.82 %), aunque también como mazorcas y agallas
secas (41.82 %), tallos y espigas (6.36 %) en los campos experimentales (Tabla 4.4).

En la mayoria de los casos (79.25%) se pudo obtener los datos del maiz de cada
espécimen (Tabla 4.5).

Debido a que el indice de severidad se calcula en base a la proporcion del area cubierta
con agallas de la mazorca (Villanueva, 1997), este dato se pudo obtener sélo para 93
especimenes (Tabla 4.6, Tabla 4.7, y Tabla 4.8).

También se caracterizaron las agallas de las mazorcas frescas, obteniendo datos de color
(blancas, grises, negras), textura (blandas, firmes, duras) y tamafio (chicas, medianas y grandes)
que presentaban la mayoria de las agallas (Tabla 4.9). Donde se puede ver que la mayoria de las

agallas en las mazorcas frescas, fueron firmes, medianas y de color gris.
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Tabla 4.1 Distribucion geografica de los especimenes de huitlacoche
recolectados en cada estado de México.

Estado de procedencia N° de N° de % de
localidades especimenes especimenes

Chiapas 1 1 0.94
Estado de México 6 17 16.04
Guanajuato 1 20 18.87
Hidalgo 2 2 1.89
Morelos 1 1 0.94
Puebla 25 56 52.83
Querétaro 1 3 2.83
Tlaxcala 2 2 1.89
Veracruz 1 2 1.89
Otras * 2 2 1.89
TOTAL 42 106 100

*Desconocidas (Puebla o Guanajuato), Hongos de México (Toluca, Edo. de Mex.)

Tabla 4.2 Distribucion geogréfica de los especimenes de huitlacoche recolectados
en cada localidad de cada estado.

N° Localidad y/o municipio del estado N° Localidad y/o municipio del estado de
de Puebla Puebla
1 Acatzingo 2 Sn. Felipe Otlatepec, Tepexi de
1 Actipan de Morelos Rodriguez
1 Altepexi, Tehuacan 1 Sn. Félix Hidalgo, Atlixco
1 Azumiatla 1 Sn. Gregorio Zaxcapexpan, Cholula
1 Benito Juarez de Reyes, Tepeca 1 Sn. Jerénimo Tecuanipa
1 Central de abastos, Cd. Pue. 21 Sn. Mateo Capultitlan, Huejotzingo
1 Chietla 1 Sn. Miguel Papaxtla, Cholula
1 Coyula, Atlixco 1 Sn. Pedro Teyuca
3 Esperanza 1 Sn. Salvador Huixcolotla
5 Huaquechula 1 Sta. Ma. Techachalco, Cd. Serdan
1 Izdcar de Matamoros 3 Tehuacan
2 Libres 1 Tepeaca
1 Sn.Buena Aventura, Cholula 2 Zacapoaxtla
N° Localidad y/o municipio de cada N° Localidad y/o municipio de
estado cada estado
Estado de México Morelos
11 Temac, Texcoco 1 | Tepoztlan
1 Tlalomulco, Toluca Veracruz
1 Milpa Alta 2 | Tihuatlan
1 Toluca Querétaro
2 Ixtlahuaca, Toluca 3 | La Solana, Sta.Rosa Jauregui, Querétaro
1 Central de abastos Guanajuato
Hidalgo 20 | Celaya
1 Hidalgo Chiapas
1 Zaragoza 1 | San Cristébal de las Casas
Tlaxcala Otros origenes
1 Sn.José Atoyatenco 1 Desconocida (Puebla o Guanajuato)
1 Sn.Diego Xocoyucan, Ixtacuitla 1 Hongos de México (Toluca, Edo. de Mex.)
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Tabla 4.3 Relacion de la cantidad de especimenes de huitlacoche obtenidos

de acuerdo a la fuente de adquisicion.

NO

(%)

Especimenes

Tipo de fuente de adquisicion

CAMPOS EXPERIMENTALES

20 (18.87) INIFAP- Bajio (Celaya, Guanajuato).

11 (10.38) Colegio de Postgraduados Campus Montecillos (Temac, Tecoco, Edo. de
México)

21 (19.81) Colegio de Postgraduados Campus Puebla (San Mateo Calputitlan,
Huejotzingo, Puebla)

5 (4.72) Colegio de Postgraduados Campus Puebla (Huaguechula, Huaquechula,
Puebla)

1 (0.94) Instituto Tecnoldgico del Altiplano de Tlaxcala (San Diego Xocoyucan,
Ixtacuixtla de Mariano Matamoros, Tlaxcala)
CENTRALES DE ABASTOS, MERCADOS Y TIANGUIS

39 (36.79) Puebla, Edo. de México, Chiapas, Morelos, Querétaro, Tlaxcala, Hidalgo.
PARCELAS DE PRODUCTORES DE MAIZ

9 (8.49) Libres, Pue., Tepexi de Rodriguez, Pue., Chietla, Pue., Tihuatlan, Ver.,

Zaragoza, Hgo.

Tabla 4.4 Relacion de la forma en que se presenta el huitlacoche
en los especimenes recolectados en cada estado.

Forma
Mazorca Agallas Mazorca Agallas
F* F* S* S* Tallo Espiga Total
Estado Puebla 33 4 20 0 2 0 59
Edo. de Méx. 1 4 3 7 1 0 16
Veracruz 3 0 0 0 0 0 3
Varios 4 5 0 0 0 0 9
Querétaro 3 0 0 0 0 0 3
Guanajuato 0 0 0 16 3 1 20
Total a4 13 23 23 6 1 110
* F: fresca(s), S: seca(s).
Tabla 4.5 Relacion de la variedad de maiz en que se presenta el huitlacoche
en los especimenes recolectados en cada estado.
Maiz
Blanco Amarillo Azul Rojo Pinto 2* Pinto 3* Total
Estado  Puebla 40 3 3 1 0 0 47
Edo. de Méx. 8 2 0 0 0 0 10
Veracruz 3 0 0 0 0 0 3
Varios 0 0 0 0 0 5
Querétaro 1 0 0 1 1 0 3
Guanajuato 11 1 2 1 3 2 20
Total 68 6 5 3 4 2 88

Pinto 2: rojo - blanco, y azul —rojo; Pinto 3: azul- rojo- blanco, y azul- rojo- amarillo.
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Tabla 4.6 Relacion del indice de severidad con que se obtuvieron
los especimenes de huitlacoche en cada estado.

Severidad*
indice 1 indice 2 indice 3 indice 4 Total
Estado  Puebla 12 13 5 23 53
Edo. de Méx. 1 5 1 4 11
Veracruz 0 2 0 0 2
Varios 0 1 1 4
Querétaro 1 1 0 1 3
Guanajuato 3 0 0 17 20
Total 17 22 7 47 93

* Porcentaje del area de la mazorca cubierta con agallas aproximadamente (Indice 1: 1-25%; Indice 2: 26 — 50%;
Indice 3: 51-75%; Indice 4: 76-100%).

Tabla 4.7 Relacidon del indice de severidad de los especimenes de
huitlacoche y la variedad de maiz.

Severidad
indice 1 indice 2 indice 3 indice 4 Total
Maiz Blanco 11 17 7 31 66
Amarillo 3 1 0 2 6
Azul 1 2 0 2 5
Rojo 0 0 0 3 3
Pinto 2 2 0 0 2 4
Pinto 3 0 0 0 2 2
Total 17 20 7 42 86

Nota: Sélo son 74 especimenes, ya que sélo se tomaron en cuenta las mazorcas con indice de severidad y variedad de maiz
conocidos.
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Tabla 4.8 Relacion del numero de especimenes de huitlacoche de acuerdo al indice

de severidad, estado de procedencia y variedad de maiz.
Estado vy N° de especimenes | Estado y Variedad N° de especimenes
Variedad segun el indice de de maiz segun el indice de
de maiz severidad severidad
1 2 3 4 1 2 3 4
GUANAJUATO PUEBLA
Blanco 1 6 | Blanco 7 10 5 13
Azul 1 | Azul 1
Amarillo 1 | Amarillo 1 1
Rojo 1 | ESTADO DE MEXICO
Pinto 1 2 | Blanco 1 4 1 4
(azul, rojo) Amarillo 1 1
Pinto (azul, 1 | TLAXCALA
rojo, amarillo) Blanco 1
Pinto (azul, 1 | VERACRUZ
rojo, blanco) Blanco 2
QUERETARO MORELOS
Blanco 1 Blanco 1
Rojo 1 | CHIAPAS
Pinto (rojo, 1 Blanco 1
blanco) DESCONOCIDO (PUEBLA O GUANAJUATO)
Blanco 1

Tabla 4.9 Caracteristicas de la mayoria de las agallas de
las mazorcas frescas recolectadas.

Parametro Valor
N° de especimenes
Textura Blandas Firmes Duras
18 32 6
Tamarfo Chicas Medianas Grandes
6 33 14
Color Blancas Grises Negras
7 30 19

4.2 Caracterizacion de las teliosporas y esporidias

Se caracterizaron las teliosporas de 110 agallas, ya que de algunas localidades se obtuvo
méas de una mazorca de la misma parcela y de la misma variedad de maiz, analizando sélo 2
mazorcas de cada una. En este caso se tienen las cepas Um 58 (Um 58a, Um 58b), la Um 65
(Um 65ay Um 65b), laUm 68 (Um 68ay Um 68b), y la Um 69 (Um 69a y Um 69b).
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Las teliosporas se observaron al microscopio, determinando que todas son equinuladas,
aunque algunas presentan una pared mas gruesa que otras. Todas presentan color de verde olivo
a café obscuro e incluso negro dependiendo del estado de madurez de la agalla y de la cantidad
de teliosporas observadas a simple vista, ya que aunque las agallas fueran grandes, no
necesariamente presentaban mas teliosporas en su interior. En general se pudo observar que
presentaban un color verde olivo para las mas inmaduras o con menor nimero de teliosporas, y
café oscuro o negras para las mas maduras o con mayor nimero de teliosporas.

En cuanto al tamafio de las telioporas, se puede ver que la mayoria (64.29%) de los
especimenes presento forma esférica con didmetros que van de las 10 a las 17.5 micras, siendo
las mas abundantes (25.93 %) las que presentaban un diametro promedio de 12.5 micras [Tabla
4.10 (a)]. El resto, present6 una forma ovoide con dimensiones que van de 12. 5 a 17.5 micras de
largo, y 10 a 17.5 micras de ancho, siendo las més abundantes (14.29 %) las de 12.5 x 11.25

micras, como se puede observar en la Tabla 4.10 (b).

Tabla 4.10 Dimensiones de las teliosporas de las agallas analizadas.

a) Esféricas b) Ovoides

Didmetro  Cédigo % de Largo x ancho Cadigo % de
(um) tamafio especimenes (um) tamafio especimenes
10.00 1 9.47 12.50 x 10.00 3 2.38
11.25 2 7.11 12.50 x 11.25 4 14.29
12.50 5 16.59 13.75x11.25 6 7.14
13.75 7 4.74 15.00 x 10.00 8 2.38
15.00 10 14.22 15.00 x 12.50 9 4.76
16.25 11 2.36 17.50 x 15.00 12 2.38
17.50 13 9.47 20.00 x 17.50 14 2.38

En referencia a la morfologia de las colonias crecidas en placas de PDA a temperatura
ambiente, en general se presentaron colonias de color casi blanco a crema claro, tanto levemente
brillosas como opacas, estas dos caracteristicas no se mantienen en cada cepa, y por consiguiente
no se pudo precisar el porcentaje de cepas con dichas caracteristicas. Sin embargo, sus
caracteristicas microscopicas si se pudieron analizar. De esta forma, las esporidias observadas
bajo el microscopio presentan forma alargada con longitudes que van desde las 12.5 hasta las
32.5 micras, siendo las méas abundantes (31.82%), las que presenta 25 micras de longitud. En el
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caso del ancho, que seria una aproximacion de su diametro, la mayoria (83.64 %) tienen un
ancho de 5 micras (Tabla 4.11).

Cabe mencionar que se cuenta con una coleccién de 117 cepas, ya que de la cepa Um 26
se tienen dos aislamientos: Um 26A y Um 26B, los cuales provienen de 2 colonias distintas.
Mientras que de las cepas Um 58, Um 65, Um 68 y Um 69 se tiene mas de un aislamiento
debido a que provienen de mazorcas diferentes de una misma parcela con la misma variedad de
maiz. Asi, para la Um58 se tienen cinco aislamientos (Um 58a, Um 58b, Um 58c, Um 58d y Um
58e), dos de la Um65 (Um 65a y Um 65b), tres de la Um 68 (Um 68a, Um 68by Um 68c), y
dos de la Um 69 (Um 69a y Um 69b). Asi como la Um 24 y la Um 25 que son cepas de
laboratorio con genotipo a 'y b conocidos [520 (a2,b2) y 521 (al,bl) respectivamente], usadas
como testigos, las cuales fueron donadas amablemente por la Dra. Patricia Sanchez Alonso
(Centro de Investigaciones Microbioldgicas, Instituto de Ciencias de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla, México), siendo la 521(al,b2) la reportada por Banuett (1989).

Tabla 4.11 Dimensiones de las esporidias de las cepas analizadas.

Longitud % de Ancho % de
(um) aislamientos (um) aislamientos
12.50 1.82 2.50 1.82
15.00 3.64 3.12 0.91
17.50 1.82 3.75 12.73
18.75 1.82 5.00 83.64
20.00 20.00 6.25 0.91
22.50 25.50
23.75 0.91
25.00 31.82
26.25 1.82
27.50 9.09
30.00 0.91
32.50 0.91

4.3 Analisis estadistico de los datos de caracterizacion fenotipica.

Se obtuvieron las correlaciones de los datos morfologicos de los especimenes de
huitlacoche (Tablas 4.12 a 4.15), mediante el programa SPPS 15.0. Encontrando correlaciones en
el origen y el indice de severidad (Tabla 4.12), y entre el origen y la variedad de maiz (Tabla
4.13). Y de igual forma se encontro correlacion entre las caracteristicas de las agallas, como son

entre el color y la textura (Tabla 4.14), y entre el tamafio y la textura (Tabla 4.15). Sin embargo,
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no se encontro correlacion entre el indice de severidad con la mayoria de las caracteristicas del

huitlacoche, ni con la morfologia de las teliosporas y las esporidias.

Tabla 4.12 Correlacion entre el estado de procedencia del huitlacoche
recolectado y el indice de severidad presentado en ellos.

Estado Severidad

Estado Correlacion de Pearson 1 .231(%)

Sig. (bilateral) .026

N 110 93

Severidad  Correlacion de Pearson .231(%) 1
Sig. (bilateral) .026

N 93 93

* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

Tabla 4.13 Correlacién entre el estado de procedencia del huitlacoche
recolectado y la variedad de maiz donde se presento.

Estado Maiz
Estado  Correlacién de Pearson 1 ALA(%)
Sig. (bilateral) .000
N 110 87
Maiz Correlacion de Pearson A14(%%) 1
Sig. (bilateral) .000
N 87 87

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Tabla 4.14 Correlacién entre el color y la textura
de las agallas del huitlacoche recolectado.

Color Textura
Color Correlacion de Pearson 1 -.733(*)
Sig. (bilateral) .000
N 56 56
Textura  Correlacion de Pearson -.733(*) 1
Sig. (bilateral) .000
N 56 56

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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Tabla 4.15 Correlacion entre el tamafio y la textura
de las agallas del huitlacoche recolectado.

Tamano Textura
Tamafio  Correlacién de Pearson 1 -.295(%)
Sig. (bilateral) .032
N 53 53
Textura Correlacion de Pearson -.295(*%) 1
Sig. (bilateral) .032
N 53 56

* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

4.4 Evaluacion de la diversidad genética.

La evaluacion de la diversidad genética se realiz6 con las secuencias de 36 cepas nativas
(Tabla 4.16), ademas de una testigo (Um 24), cuyo peso molecular vari6 entre 776 a 833 bp.
También se incluyeron cuatro secuencias de U. maydis externas, asi como cuatro Ustilagos,
Sporosorium y una Puccina como grupos externos (ver Tabla 4.17), obtenidas en la base de
datos del GenBank.

Se realiz6 el anélisis de Méaxima Parsimonia de las secuencias de los datos generados a
partir del primer 1TS-4 de las cepas aisladas en el presente trabajo, asi como de otros Ustilagos y
otros U. maydis procedentes de otros paises, y de P. caricina y S. sorgi como grupos externos
para enraizar el arbol. Obteniendo de esta forma el &rbol consenso més parsimonioso (Figura 4.1)
con un analisis de bootstrap de 1,000 réplicas.
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Tabla 4.16 Cepas secuenciadas de algunas zonas geogréficas del centro de México.

Cepa Cadigo CP Procedencia (Clave)
Um24 (CP436) Testigo1 (Tel)
Um27 (CP438) Esperanza, Pue. (Esp-Pue)
Um28 (CP439) Esperanza, Pue. (Esp-Pue)
Um29 (CP440) Esperanza, Pue (Esp-Pue)
Um30 (CP441) Tehuacan, Pue. (Teh-Pue)
Um32 (CP442) Tehuacan, Pue. (Teh-Pue)
Um33 (CP443) Tepoztlan, Mor. (Tep-Mor)
Um62 (CP482) Hidalgo (Hid)
Umé64 (CP483) Toluca, Edo. de Mex (Tol-Mex)
Um65a (CP484) Sn. Diego Xocoyucan, Tlax. (SDX-Tla)
Um65b  (CP485) Sn. Diego Xocoyucan, Tlax. (SDX-Tla)
Umé67 (CP486) Milpa Alta, Edo. de Mex. (MiA-Mex)
Um90 (CP487) Sn. Mateo Calputitlan,Huejotzingo, Pue. (SMC-Pue)
Um104 (CP488) Celaya, Gto. (Cel-Gto)
Um106 (CP489) Celaya, Gto. (Cel-Gto)
Um109 (CP490) Celaya, Gto. (Cel-Gto)
Um40 (CP533) Benito Juarez de Reyes, Tepeaca, Pue. (BJR-Pue)
Um41l (CP534) Sn. Miguel Papaxtla, Cholula, Pue. (SMP-Pue)
Um42 (CP535) Sn Gregorio Zacapexpan,Cholula, Pue. (SGZ-Pue)
Um43 (CP536) Sn José Atoyatenco, Tlax. (SJA-TIa)
Um44 (CP537) Tepeca, Pue. (Tep-Pue)
Um45 (CP538) Acatzingo, Pue. (Aca-Pue)
Um49 (CP539) Sn Pedro Teyuca, Pue. (SPT-Pue)
Um53 (CP540) Sn Felipe Otlaltepec, Tepexi de Rodriguez, Pue. (SFO-Pue)
Um54 (CP541) Sn Felipe Otlaltepec, Tepexi de Rodriguez, Pue. SFO-Pue)
Um55 (CP542) Huaquechula, Pue. (Hua-Pue)
Um63 (CP543) Ixtlahuaca, Toluca, Edo. de Mex. (Ixt-Mex)
Um66 (CP544) Zaragoza, Hgo. (Zar-Hgo)
Um69b  (CP545) Huaquechula, Pue. (Hua-Pue)
Um73 (CP546) Sn Mateo Capultitltan, Huehotzingo, Pue. (SMC-Pue)
Um74 (CP547) Sn Mateo Capultitltan, Huehotzingo, Pue. (SMC-Pue)
Um75 (CP548) Sn Mateo Capultitltan, Huehotzingo, Pue. (SMC-Pue)
Um76 (CP549) Sn Mateo Capultitlan, Huehotzingo, Pue. (SMC-Pue)
Um77 (CP550) Sn Mateo Capultitlan, Huehotzingo, Pue. (SMC-Pue)
Um80 (CP551) Sn Mateo Capultitltan, Huehotzingo, Pue. (SMC-Pue)
Um84 (CP552) Sn Mateo Capultitlan, Huehotzingo, Pue. (SMC-Pue)
Um88 (CP553) Sn Mateo Capultitlan, Huehotzingo, Pue. (SMC-Pue)

Nota: La clave mostrada en los arboles se formé con los datos mostrados entre paréntesis.
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Tabla 4.17 Secuencias de grupos externos y de otros Ustilagos y otros U. maydis

para comparacion.

Especie NuUmero de Referencia Clave

acceso
Puccina caricina ug8234 Kropp et al. (1997) P. caricina
Sporisorium sorghi ~ AF038828 Roux et al.(1998) S.sorghi
Ustilago scitaminea ~ AF135433 Bakkeren et al.(2000) U.scitaminea-Canada
Ustilago bullata AF135423 Bakkeren et al.(2000) U.bullata-Canada
Ustilago nuda AF135430 Bakkeren et al.(2000) U.nuda-Canada
Ustilago tritici AF135424 Bakkeren et al.(2000) U.tritici-Canada
Ustilago maydis AF135431 Bakkeren et al.(2000) Um-Canada
Ustilago maydis AY345004 Stoll et al.(2003) Um-Alemania
Ustilago maydis AF038826 Roux et al.(1998) Um-Francia
Ustilago maydis AF455508 Buzina et al. (2003) Um-Austria
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Figura4.1 Arbol Consenso por MP de cepas propias, cepas externas de U. maydis,

algunos Ustilagos y grupos externos (S. sorghi y P. caricina)
y su relacion con las caracteristicas fenotipicas
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ler digito: Variedad de maiz (B:blanco, Am: Amarillo, Az: azul, R: rojo).

2° digito: indice de severidad (1: indice 1, 2: indice 2, 3: indice 3, 4: indice 4)

3er digito: Color de las agallas (1: blancas , 2: grises, 3: negras)
4° digito: Textura de las agallas (1: blandas, 2: firmes, 3: duras)
5° digito: Tamafio de las agallas (1: chicas, 2: medianas, 3: grandes)
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V. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

5.1 Caracterizacion fenotipica de huitlacoche.

Como se puede apreciar en los datos obtenidos de los diversos lugares de recoleccion de
huitlacoche, que aunque U. maydis posee habilidad para inducir una amplia variedad de agallas
en diferentes 6rganos del hospedero (tallo, espiga, hojas y mazorca), que es Unica entre todos los
Ustilaginales (Stoll et al., 2003), el area de la planta que mas afecta son las partes reproductivas
y las mazorcas (Laurie et al., 2007; Reineke et al., 2008), representando a estas ulimas el 60.91%
de los especimenes obtenidos (Tabla 4.4). De igual forma se pudo determinar que las variedades
de maiz blanco son las mas susceptibles (77.27 %) (Tablas 4.5), ain tomando en cuenta la menor
proporcion (un tercio aproximadamente) de las variedades de maiz de color sembradas segun los
requerimientos agronémicos y culinarios en los Valles Altos de México (Antonio et al., 2004;
Hortelano et al., 2008). Estos resultados confirman lo expuesto por Stoll et al. (2003), quienes
afirman que existen variedades de maiz con una habilidad para defenderse de U. maydis, la cual
consiste de una composicion genética especial. Ademas de que el 46.96% de estos epecimenes
presentaron el indice mas alto de severidad (Tablas 4.7).

Sin embargo, no se encontré correlacion entre la variedad de maiz y el indice de
severidad, por lo que la hipotesis b) “El indice de severidad presente en cada espécimen de
huitlacoche esta relacionado con la variedad de maiz”, se rechaza, lo que indica que aunqgue las
variedades de maiz blanco son las mas suceptibles, no tiene que ver con la intensidad con que U.
maydis las afecta, o que hace suponer que las condiciones de estrés (heladas, sequedad, dafio
mecanico, etc.), asi como la etapa de desarrollo del maiz y de U. maydis, podrian ser
determinantes en este proceso.

Respecto a la relacion entre el indice de severidad y el origen del huitlacoche, se pudo
determinar que existe una correlaciéon de r=0.231* (Tabla 4.12) por lo que se acepta la hipotesis
¢) “El indice de severidad presente en cada espécimen de huitlacoche esta relacionado con su
procedencia”, ademas de que el 47.31 % de las mazorcas con el mayor indice de severidad

correspondieron a Puebla, Guanajuato y Estado de México (Tabla 4.6). Estos resultados

64



confirma que las condiciones agroecoldgicas del centro de México son propicias para el
desarrollo de U. maydis.

De igual forma, se acepta la hipotesis d) “El indice de severidad presente en cada
espécimen de huitlacoche esté relacionado con las caracteristicas fenotipicas de las agallas como
el tamafio, color y textura”, ya que se determind que existe una correlacion de r = - 0.733**
(Tabla 4.14) entre el color de las agallas y su textura, lo que indica que a menor dureza de las
agallas, presentan un color mas oscuro debido a una mayor cantidad de teliosporas. También se
detect6 que existe una correlacion de r = - 0.295* (Tabla 4.15) entre el tamafio y la textura de las
agallas, lo que significa que entre mas pequefias son las agallas, la textura es mas dura, lo cual se
esperaba, ya que durante la extraccion de las teliosporas de las agallas en la etapa experimental,
se pudo observar que entre mas duras eran las agallas, existian menos teliosporas, y por ende, las
agallas eran menos oscuras. Y lo contrario para las agallas grandes, ya que su textura era mas
suave debido a la mayor cantidad de teliosporas, las cuales sustituyen al tejido firme y blanco de
las agallas.

En cuanto a la diversidad de las teliosporas y de las esporidias se puede ver (Tabla 4.10)
que es muy amplia, sin embargo, no se encontrd ninguna correlacion entre su tamafio y el indice
de severidad, por lo que se rechaza la hipoétesis €) “El indice de severidad presente en cada
espécimen de huitlacoche esté relacionado con el tamafio de las teliosporas y las esporidias”.
Este resultado, asi como la falta de consistencia en los datos culturales de las esporidias en placa
(color, superficie, margen, consistencia, etc. de las colonias en placa), se puede deber a que U.
maydis esta constituido por un gran numero de formas fisiologicas diferentes aunadas a las
nuevas que se van originando continuamente (Christensen, 1963; Hirschhorn, 1986). Sin
embargo, los tamafios, formas, colores, y texturas, tanto de las teliosporas como de las esporidias
se encuentran dentro de los reportados por Christensen (1963). Incluso, concuerdan con las
caracteristicas de diversas esporidias nativas de algunos lugares del mundo y las de referencia de
genotipo conocido, principalmente la FB1, FB2, 518, y 521, mostradas en microfotografias
tomadas por Schink y Bolker (2009), Chew et al. (2008), Flor-Parra et al. (2007), Boyce et al.
(2005, 2006), Garcia- Muse et al. (2004), Serafin- Mufioz et al. (2005), entre otros.

Referente a la hipotesis f) “El lugar de procedencia donde se desarrolla el huitlacoche esta
relacionado con la variedad de maiz”, se acepta, ya que se encontré una correlacion de r =

0.414** (Tabla 4.13) entre la presencia de huitlacoche de acuerdo al lugar de origen y la
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variedad de maiz, lo que indica que las practicas llevadas a cabo sobre el cultivo de maiz han
generado una presion de seleccion especial de U. maydis (Stoll et al., 2003), con lo que se
observa que el sistema maiz - U. maydis muestra una resistencia muy durable, a diferencia de
los monocultivos, debido a que U. maydis no ha evolucionado, ya que su resistencia ha durado
mas de 50 afios, a pesar de que en las primeras décadas del siglo pasado se hicieron programas

contra el hongo que fueron viables (Neuhauser et al., 2003).

5.2 Diversidad genética.

La hipotesis a) “Las cepas de las poblaciones nativas de huitlacoche (U. maydis)
provenientes de diferentes zonas geograficas del centro de México presentan diversidad genética
a nivel de subespecies, razas o biotipos”, es aceptada, lo cual se explica con detalle a
continuacion, de acuerdo al analisis de Mé&xima Parsimonia, el abol filogenético generado y el
andlisis de distancia obtenidos.

El analisis de Maxima Parsimonia de las secuencias de los datos generados a partir del
primer ITS-4 de las cepas aisladas en el presente trabajo, permitio obtener el arbol consenso mas
parsimonioso (Figura 1) con un analisis de bootstrap de 1000 réplicas. Dicho anélisis se basé en
una busqueda heuristica la cual produjo 47 arboles parsimoniosos con un indice de consistencia
de 0.871201 y un indice de retencion de 0.819473. En este arbol se observan cuatro grupos, el
Grupo | estd formado por tres subgrupos; el primer subgrupo esta formado por cepas de Tlaxcala,
Estado de México, Puebla y Guanajuato; el segundo por una cepa del Estado de México y el
resto de seis localidades de Puebla; y el Gltimo, por cepas de dos localidades de Puebla. EI Grupo
Il estd formado por dos subgrupos, el primero contiene cepas de Tlaxcala, Puebla, y Guanajuato;
mientras que el segundo de Hidalgo y Puebla. En el caso del Grupo Il se tienen dos subgrupos,
el primero contiene Unicamente cepas de Puebla, y el segundo, la testigo, una de Puebla y una
del Estado de México. Cabe notar que las cepas de Puebla en este grupo pertenecen a distintas
localidades. En lo que respecta al Grupo IV, se encuentra formado por tres cepas, las cuales
provienen de dos localidades distintas de Puebla. Cabe destacar que en todos los grupos y
subgrupos existe al menos una cepa de Puebla, y en los casos del subgrupo 3 del Grupo | se
encuentran dos pares de cepas de dos localidades distintas de Puebla (Esperanza y San Mateo
Capultitlan), y lo mismo para el tercer subgrupo del Grupo Il y para el Grupo IV, donde se

obtuvieron dos pares de cepas de la localidad de San Mateo Capultitlan en cada caso. Resultados
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similares se obtuvieron para pares de cepas de Tlaxcala y Guanajuato que fueron encontradas en
el primer subgrupo del Grupo 1.

Estos resultados muestran, por un lado, una gran diversidad dentro de las poblaciones
locales, ya que aislamientos de la misma localidad se encuentran en varios grupos y subgrupos,
lo cual se podria deber a las préacticas culturales llevadas a cabo en el centro de México,
caracterizadas por la baja densidad de maiz de las plantaciones de maiz, las cuales son
relativamente pequefias, en campos aislados; asi como a la rotacion del maiz con otros cultivos.
Condiciones culturales que son similares a muchas regiones de Sudamérica, y por ello, estos
resultadaos concuerdan con los obtenidos por Bakkeren et al. (2000). Estas condiciones pueden
haber generado un alto grado de endogamia, que lleva a suponer que, aunque las teliosporas
individuales acttan frecuentemente como unidades de una sola infeccion, derivados del
apareamiento entre esporidios hermanos compatibles poco después de la germinacion, ésta
podria ser una fuente de indculo mas numeroso y diverso de lo que se esperaria segun el grado de
endogamia, debido a su latencia fuera de la planta que le permite sobrevivir en el suelo y los
desechos, ya sea como esporidios saprofitos 0 como teliosporas maltiples (Bakkeren et al.,
2000). Un factor mas podria ser que las poblaciones contemporaneas de U. maydis muestran una
pequefia distancia de migracion de larga distancia entre sus poblaciones, lo que sugiere que ni las
esporas transportadas por el viento, ni el comercio agricola contemporaneo, y ni las practicas
modernas, producen la variabilidad de poblaciones de este hongo, en contraste con otros
patdégenos de cultivos (Munkacsi et al., 2007). Estos resultados son concordantes con los
obtenidos por Zambino et al. (1997), quienes determinaron que los valores de diversidad
genética para U. maydis no son comunes debido a la heterogocidad de lucus de apareamiento b y
a los altos niveles de endogamia. Aunque la probabilidad de apareamiento entre hermanos
dependeré de las practicas agricolas y de la germinacion de las teliosporas, ya que si se produce
la germinacion antes de la labranza y de la siembra, el cultivo puede mezclar las poblaciones
(Gordon et al., 1992 citado en Zambino et al., 1997) por lo que se produce en gran parte la
fertilizacion exdgama. Y si ademas se siembra en un mismo campo cada afio para este propdsito,
los genotipos susceptibles prevalecientes en el mismo lugar, podrian crear una gran poblacion de
U. maydis, en contraste con el efecto de cuello de botella genético generado por rotacion del

cultivo en una nueva ubicacion.
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Por otro lado se tiene una gran diversidad entre poblaciones de las distintas localidades,
lo cual se puede deber a que las poblaciones nativas de U. maydis estan compuestas de
aislamientos diversos genéticamente, resultado de diversos factores como la polinizacion
cruzada que se produce entre poblaciones a varios kilometros, lo cual depende de la distribucion
de los campos a escala regional, como lo sugieren Valverde et al. (2000) cuando determinaron
que la mayor parte de la variacion de U. maydis esta distribuida a nivel de escala local. También
podria deberse a las condiciones culturales de maiz opuestas a las del centro de México, donde
se mantienen altos niveles de heterocigocidad desiguales entre las poblaciones en la mayoria de
las regiones geograficas de cultivo de maiz, por lo cual, las poblaciones son primeramente
sexuales y exogamicas (Neuhauser et al., 2003). Por lo tanto, al ser sexuales requieren una
diferencia genética en los loci de compatibilidad, los cuales dependen de la frecuencia de
seleccion para mantener diversos tipos de acoplamiento, ain en las poblaciones locales
(Takahata et al., 1992; Wright, 1939, 1960, 1964; Yokoyama et al., 1982, citados en Zambino et
al., 1997). Asi, cuando una esporidia llega a la poblacion por mutacion o migracion, lleva un
nuevo tipo de apareamiento de compatibilidad que sera compatible con la mayoria de otras
células haploides (Zambino et al., 1997). Por otro lado, respecto al proceso de exogamia, éste se
produce por una parte por la difusién de las teliosporas a grandes distancias por el viento
(Christensen, 1963); y por la otra, también podria deberse a que estas poblaciones, al igual que
en el caso de las de Sudamérica, se pudieron adaptar de manera independiente a las regiones de
baja y alta elevacion (Munkacsi et al., 2007), las cuales varian ampliamente entre las localidades
estudiadas: Zaragoza, Hgo. (1260msnm), Huaquechula, Pue. (1580 msnm), Tehuacan, Pue.
(1676 msnm), Celaya, Gto. (1750 msnm), Atlixco, Pue. (1840 msnm), Tepexi de Rodriguez, Pue.
(1890 msnm), Acatzingo, Pue (2140 msnm), Cholula, Pue. (2150 msnm), Sn. Diego Xocoyucan,
Tlax. (2220 msnm), Tepeaca, Pue. (2240 msnm), San Mateo Calputitlan, Pue. (2260 msnm),
Milpa Alta, Edo. Mex. (2370 msnm), Hidalgo (2395 msnm), Esperanza, Pue. (2460 msnm),
Toluca, Edo.Mex. (2680 msnm). Un factor mas que afecta este proceso, es la historia de las
poblaciones de los hospederos, la cual puede tener efectos sobre la evolucion, diversificacion y
estructura poblacional de sus patdgenos (Abubakar et al., 2003; Garcia-Arenal et al., 200;
Holmes, 2004; Ohshima et al., 2002; Roossinck et al., 1999, citados en Voth et al., 2006), sobre
todo cuando existen disturbios antropogénicos que imponen regimenes fuertes de seleccion sobre

muchas comunidades naturales y manipuladas con dindmicas no equilibradas (Neuhauser et al.,
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2003). Esto es evidente en el caso del maiz, ya que su comercio e intercambio regional,
principalmente en Latinoamérica, se ha practicado desde su domesticacion, y en el caso del
huitlacoche, esta actividad ha sido més directa, por lo que puede tener una mayor tasa de
migracion local (Voth et al., 2006). Estos resultados son concordantes con los de Valverde et al.
(2000), quienes también determinaron que la mayoria de la variacion genética en U. maydis se
distribuye principalmente a escala local, mas que a una escala macrogeografica.

Respecto a la relacion de los aislamientos del centro de México con los U. mayis externos
y los otros Ustilagos, se puede observar (Figura 4.1) que se encuentran en grupos separados, lo
cual coincide con los datos obtenidos por Bakkeren et al. (2000), Munkacsi et al. (2007), Singh
et al. (2005), y Stoll et al. (2003), ya que en sus respectivas investigaciones mostraron que U.
scitaminea presenta una variacién mayor con U. bullata, U. tririci, y U. nuda, donde éste tltimo
también forma un grupo separado de los otros dos, y por supuesto, un grupo todavia mas
separado con P. caricina y S. sorghi. Los resultados obtenidos en este trabajo difieren de los
reportados por Valverde et al. (2000), en cuanto a que en el caso del Um-testigo se coloca
dentro de los aislamientos de México del Grupo Ill, y en el caso de los aislamientos de la misma
localidad no se sitlan como un grupo separado, sino que se encuentran dispersos en grupos
diferentes.

Estos resultados se encuentran bien sustentados con los resultados de andlisis de distancia
(Anexo B2. Registros de los datos de las caracteristicas fenotipicas de los especimenes de
huitlacoche recolectado) y del bootstrap, ya que en lo que respecta a este Ultimo, se tiene un
valor del 99% en la rama que soporta tanto los aislamientos obtenidos en el presente trabajo,
como los U. maydis externos, aunque para las ramas internas de los primeros no es asi, ya que
estos valores varian de 0 al 69%. Sin embargo, de acuerdo al andlisis de distancia por pares,
usando el método para nucledtidos Tamura-Nei mediante Pairwise Deletion, se obtuvo la
minima distancia de cero y la maxima de 0.0425 para los aislamientos del centro de México,
correspondiendo el valor minimo para los aislamientos CP484, CP485, CP441, CP443, y CP489
del Grupo I, y los CP438, CP487, CP442, y CP483 del Grupo Ill, los cuales corresponden a
diferentes localidades, excepto las de Tlaxcala. La maxima distancia se obtuvo entre CP553,
proveniente de Sn Mateo Capultitlan, y CP541 de Sn Felipe Otlaltepec, las cuales son
localidades de Puebla. En el caso de la distancia con respecto a los U. maydis externos, la

distancia minima fue de 0.0071 (entre CP487 [Sn. Mateo Capultitlan] y Um-Francia), mientras
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que la méaxima de 0.0488 (entre CP553 [Sn. Mateo Capultitlan] y Um-Canadad). Como se
esperaba, las distancias con respecto a los otros Ustilagos fueron mayores, ya que la distancia
minima fue de 0.1433 entre la CP438 (Esperanza), CP545 (Huaquechula) y U. tritici, y la
méxima de 0.2507 entre la CP551 (Sn Mateo Capultitldn) y U. scitaminea. Finalmente, la
distancia promedio para todas las cepas fue de 0.076. Estos resultados estan dentro de los valores
de distancias genéticas determinados por Nei (1976), donde se establece que para pares de razas
locales se pueden tener valores entre 0.00 y 0.05, y para subespecies y especies, de 0.02 a 0.20.
Por lo que se puede presumir que la diversidad obternida entre los aislamientos del centro de
México estudiados en el presente trabajo se puede deber a la existencia de razas o biotipos, asi
como a especies y subespecies de U. maydis, lo cual se debe por un lado a que es un hongo
heterotalico, por lo que genera un numero indeterminado de lineas o biotipos surgidos por
hibridacién en generaciones sexuales o por mutacion (Valverde et al., 2000), y también por la
domesticacion y el cultivo temprano del maiz, los cuales han determinado que el flujo genético
sea suficiente para mantener el polimorfismo en la virulencia, pero a su vez también han
impedido su especiacion (Munkacsi et al., 2007).

Respecto a la hipdtesis g) “Las caracteristicas fenotipicas de los especimenes de
huitlacoche tienen relacion con su diversidad genética” se pudo demostrar, ya que estos
resultados también muestran que la mayoria de las caracteristicas fenotipicas tienen relacion con
los datos genéticos, considerando que cuando un caracter morfoldgico se encuentra en el 50 % o
mas de los especimenes, se toma como representativo. Asi, se observa en los datos mostrados a
la derecha de la figura 4.1, que para el caso del maiz blanco se encuentra en todos los subgrupos
y grupos en mas del 50 %, con excepcion del subgrupo 3 del Grupo I, por lo que se considera
que la presencia de huitlacoche esta estrechamente relacionada con la variedad de maiz blanco.
En cuanto al indice de severidad, se determind que existe una estrecha relacion entre el indice de
severidad mayor (indice 4: entre 75 y 100% del area cubierta de la mazorca) con la mayoria de
los grupos, ya que en el subgrupo 1 del Grupo Il 'y en el Grupo IV, no se encontr6 dicha relacion.
Respecto al color y la textura de las agallas, se puede observar que de igual forma para la
mayoria de los grupos se tiene una estrecha relacion con el color gris y negro (2 y 3,
respectivamente) con la textura blanda y firme (1 y 2, respectivamente), a excepcién del primer
subgrupo del Grupo 111 y el Grupo 1V, para ambos casos. Y lo mismo ocurre para el tamafio de

las agallas, ya que para la mayoria de los grupos y subgrupos, se tuvo una relacién estrecha con
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el tamafio mediano y grande (2 y 3, respectivamente), con excepcion del subgrupo 3 del Grupo |
y el Grupo IV. Sin embargo, se puede argumentar que las excepciones detectadas casi siempre
ocurren en el subgrupo 3 del Grupo 1y en el Grupo IV debido a que la mayoria de estos datos se
desconocen dado que se trata de agallas solas 0 de mazorcas con el 100% del area cubierta de
agallas.

La determinacion del indice de diversidad de los organismos es fundamental, ya que
ademéas de que es una caracteristica crucial para su existencia, también de ella depende la
multiplicidad de sus propiedades y usos, tanto a nivel biolégico como cultural en cada region.
Por ello, actualmente existe una preocupacion por la pérdida de biodiversidad causada por el
incremento de las actividades humanas sobre los ecosistemas naturales y rurales (Loreau, 2009),
surgiendo estrategias para la conservacion de los recursos genéticos. Entre estas estrategias se
tiene la creacion de los Centros de Recursos Bioldgicos, los cuales se han convertido en la pieza
fundamental para el desarrollo de la biotecnologia, y otras ciencias relacionadas con ésta, con el
fin de regular y fortalecer la conservacion, el estudio, la utilizacion y el acceso a los recursos
genéticos, acorde con la Convencion sobre Diversidad Biologica (Sobal et al., 2007).

Por lo tanto, la diversidad obtenida de los aislamientos de U. maydis obtenidos es de
suma importancia como recurso genético, no tan s6lo como conservacion de la diversidad
bioldgica, sino como parte de la preservacién de la cultura mexicana, ya que el huitlacoche junto
con otros alimentos, en Mesoamérica era considerado como alimento de los dioses, de tal forma
que existia un equilibrio con la sabiduria de sus habitantes, a quienes les importaba la diversidad
de las especies vegetales y la capacidad para su utilizacion (Paredes- Lépez, 2006). Por otro lado,
desde que los campesinos y agricultores mexicanos empezaron a consumirlo, lo cual se supone
que fue con la domesticacion del maiz hace aproximadamente 8,000-10,000 afios (voth et al.,
2006), han aprendido muchos aspectos sobre éste. Por ejemplo, saben que el maiz dulce es mejor
para producir huitlacoche, empleando tecnologias tradicionales para ello (Paredes-Lépez, 2001),
que van desde el mantenimiento del germoplasma, tanto el propio, como el de otras localidades
que adquieren por intercambio, hasta su aplicacion de diversas maneras. De igual forma, han
desarrollado maices resistentes a este y otros patdgenos, generando una gran cantidad de
variedades de maiz con diversas caracteristicas propias para cada uso. Todo esto forma parte del
corpus de conocimiento tradicional de cada localidad, el cual se regenera continuamente en base

al uso multiple de la diversidad mediante la seleccion natural y humana (Shiva, 1995, citado en
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Ocampo y Escobedo, 2006). Ademas este corpus de conocimiento es Unico, Yy por consiguiente
muy valioso, ya que en su afan de apropiarse de la naturaleza, expresan su sabiduria personal y/o
comunitaria, resultado de la experiencia acumulada y transmitida de generacion en generacion;
de la experiencia socializada en una misma generacion; y de la experiencia personal aprendida a
través de las creencias y mitos, las percepciones, y el conocimiento sistematizado (Toledo, 1991,
citado en Ocampo y Escobedo, 2006).

En este contexto, caracterizado por la coevolucion de la biologia y lo cultural por siglos,
se puede considerar que la agricultura tradicional en conjunto con los conocimientos cientificos,
como es en este caso del conocimiento de la diversidad genética de U. maydis, se pueden
plantear estrategias de desarrollo agricola para cada region, tanto del estado de Puebla, como de
otras del centro del pais, de tal forma que se usen los recursos y conocimientos locales, y la
energia humana y animal para hacer un agroecosistema sustentable para producir huitlacoche de
forma contralada. De tal manera que se aprovechen y mantengan los recursos genéticos de cada
localidad y se intercambien con los de otras, cuidando que no se disperse sin control, mediante la
I6gica de manejo tradicional del campesino, combinado con los conocimientos de la ciencia
agricola moderna cientifica (Altieri, 1991; Altieri, 1995a; Altieri, 1995b, citado en Ocampo y
Escobedo, 2006), de tal forma que se tenga un sistema propio para cada regién, basado en su
conocimiento del medio ambiente, sus calendarios agricolas, clasificaciones de suelo, plantas y
animales; de su conocimiento etnobotanico, sus practicas propias de cada cultivo, de sus
estrategias de uso mdaltiple y diversidad genética nativa, etc. (Sevilla, 1995, citado en Ocampo y
Escobedo, 2006).

5.3 Conclusiones.

De acuerdo a los objetivos planteados y a los resultados obtenidos, se puede concluir que:

1. Con base en las caracteristicas fenotipicas de 106 especimenes de huitlacoche
provenientes de 42 zonas geograficas de nueve estados de México y de acuerdo a la
hipbtesis b, se logré determinar que las variedades de maiz blanco son las mas
susceptibles a U. maydis, ya que el 77.27% de los especimenes recolectados

correspondieron a estas, de las cuales el 48.84%  presentaron el indice méas alto de
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severidad, por lo que estas variedades de maices podrian ser las méas viables para
encontrar huitlacoche producido de forma espontanea para su posterior comercializacion.
Se detect6 una correlacion de r= 0.231* entre el indice de severidad con el origen del
huitlacoche (hipoétesis c), y una correlacion r = 0.414** entre la variedad de maiz y el
origen del huitlacoche (hipdtesis f), lo que confirma que las condiciones agroecoldgicas
del centro y sur de México son propicias para el desarrollo de U. maydis. Asi mismo, se
determiné que las caracteristicas fenotipicas de las agallas como su color ytextura, y entre
su tamafio y textura se encuentran correlacionadas r = - 0.733** y r = - 0.295*
respectivamente (hipotesis d), lo que parece tener una relacion con las carecterisitcas
fenotipicas de las teliosporas, es decir que las teliosporas maduras estan relacionadas con
la textura suave y el color obscuro. También se pudo confirmar que existe una amplia
diversidad fenotipica de las teliosporas y de las esporidias; ademas de que estas Gltimas
coinciden con diversas esporidias nativas de algunos lugares del mundo y las de
referencia de genotipo conocido. Esto sirve de herramienta para detectar y seleccionar en
los diversos hébitats o puntos de distribucidn, los mejores especimenes para aislar con
mayor efectividad cepas de este hongo tan apreciado. De tal forma que los especimenes
mas viables seran aquellas que provengan de maiz blanco con la mayor area cubierta de
agallas (més del 75%), con agallas grandes y con gran cantidad de teliosporas. Siendo los
estados del centro de México los mas viables para encontrar con mayor probabilidad
huitlacoche, y aislar las cepas de manera exitosa (hipétesis g).

Los aislamientos de las diferentes zonas geogréaficas del centro de México mantienen una
substancial diversidad genética del 4.3 %, tal como se muestra en el arbol generado por
Maéxima Parsimonia, donde se observa una diversidad entre los aislamientos que podrian
referirse a biotipos o lineas (hipotesis a), generadas por la reproduccion sexual de las
diferentes generaciones o por mutacion, dada su naturaleza heterotalica. Mientras que la
diversidad entre las poblaciones, se puede deber a varios factores, como son la gran
habilidad de dispersion de U. maydis, la migracion de genes a larga distancia, provocado
por el esparcimiento de las teliosporas con el viento; los eventos demograficos recientes,
la historia demografica de la domesticacion y de la agricultura, las practicas culturales
llevadas a cabo en cada localidad, la fuerte seleccion o cuellos de botellas que

promueven la deriva genética promovidos por la recombinacion sexual y el poco flujo de
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genes, y probablemente, hasta por los intentos para producir huitlacoche, factores que
han provocado la exogamia y por consiguiente la modificacion de las poblaciones de U.
maydis. Con lo que se comprob6 que la region ITS del ADNr es viable en este tipo de
estudios, ya que al comparar una pequefia parte del genoma, pueden revelar suficiente
variabilidad para distinguir organismos a nivel de poblaciones y aislamientos, como en el
presente estudio.

Las cepas que presentaron mayor diferencia genética en el andlsis filogénetico, podran
ser seleccionadas para plantear estrategias para producir huitlacoche en zonas productoras
de maiz del centro y sur del pais con condiciones agroecologicas similares a las de las

cepas seleccionadas.
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VI. RECOMENDACIONES

6.1 Recomendaciones generales.

Debido a que los objetivos de esta investigacion estuvieron encaminados a la generacion
de conocimiento a partir de los datos obtenidos y analizados sobre las caracteristicas fenotipicas
y genéticas de U. maydis, se propone:

a) Crear una red nacional de generacion de conocimiento sobre U. maydis para optimizar y
ampliar el conocimiento generado por investigadores y cuerpos académicos, de las
diferentes instituciones y centros de investigacién de México, tanto a nivel de ciencia
bésica, como aplicada.

b) Establecer un método sistematico para producir huitlacoche en los Valles Altos de Puebla
para contribuir al desarrollo agricola regional.

c) Crear centros regionales de acopio de huitlacoche en las zonas productoras de maiz con
mayor produccion espontanea de este producto.

Para lograr cada una de estas propuestas se recomienda seguir estrategias particulares

para cada una de ellas. Por lo que resulta pertinente mencionar algunas definiciones de estrategia.

6.2 Definiciones de estrategia.

A lo largo de la historia, la palabra estrategia se ha utilizado con diferentes
connotaciones. Desde la guerra, donde se percibe como los planteamientos o propuestas para
atacar al enemigo; en el campo comercial, donde la estrategia es el plan o patron que integra las
metas y politicas principales de una organizacion, estableciendo la secuencia coherente de las
acciones a analizar (Mintzberg y Brian, 1993); y en la politica, donde estrategia se refiere a
determinar y evaluar las opciones de que se puede disponer, con el fin de encontrar las mejores
para realizar el proceso de desarrollo; en otras palabras se trata de comprender las reacciones
probables del sistema frente a diferentes acciones alternativas con el fin de alcanzar

eficientemente los objetivos establecidos (Dominguez y Aguilar, 1999). De hecho, se considera
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que la estrategia es la columna vertebral de los planes y programas de desarrollo, dado que éstas
son acciones que se realizan en forma ordenada, sistematica y dirigida para conseguir el fin
deseado (Baltazar, 2002).

Independientemente del campo de aplicacion de una estrategia, ésta se concibe mejor si
se analiza su concepto segun Lopez (2005), quien la define como un proceso regulable, un
conjunto de reglas que aseguran una decision Optima en cada momento. Donde el término
proceso, incorpora la idea, las etapas y los tiempos para el logro de los objetivos; el término
regulable, indica la existencia de normas que pueden ser aplicables al proceso y justifica su
objeto de estudio.

Desde la perspectiva gubernamental, la estrategia implica la utilizacién y profunda
integracion del poder econémico, politico, y social (cultural, moral, espiritual y psicoldgico). Lo
que significa que las autoridades deben plantear estrategias para aminorar el rezago econémico y
social que prevalecen en las poblaciones rurales del pais, mediante la aplicacion de programas de
desarrollo concebidos como una estrategia que permita proveer de mejores condiciones a la
poblacion rural para dar principio a una de las bases fundamentales del desarrollo del pais.

En el caso del Desarrollo Agricola Regional, la estrategia ha sido definida por varios
autores como Matus (1972), siendo para él, un analisis y un propdsito de futuro que integra lo
econémico y lo politico-social con el fin de dirigirlos a objetivos determinados. Estas se basan
en un modelo abstracto del proceso material de desarrollo, el cual ante hechos y perturbaciones
simuladas, responde y reacciona igual que en forma real junto con sus consecuencias. Sin
embargo, el plan de la estrategia puede modificarse cuando se lleva a cabo, con el fin de que
cumpla su objetivo (Matus, 1980). De esta forma, la formulacion de una estrategia parte de una
sintesis entre realidad y proyecto, con lo que se obtiene una imagen preliminar (diagnostico) de
dicho proceso, requiriendo ademas, imaginacion, capacidad técnica, y principalmente, un analisis
riguroso de la viabilidad.

Para que se lleve a cabo una estrategia, Garcia- Herrera (2004) propone tres sectores
como elementos fundamentales, y con tareas especificas interrelacionadas y complementarias:
los productores y sus familias, los técnicos y cientificos, y los representantes y miembros de
instituciones de apoyo a la produccion y al desarrollo agricola y rural. De tal manera que su
accion coordinada mantendra la estrategia y dara logros econémico-sociales, con lo que se podra

promover el desarrollo agricola y rural de una region. Donde el desarrollo implica el logro de
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las condiciones con las cuales, la mayoria de la gente pueda tener acceso a los recursos
necesarios para satisfacer no tan sélo sus necesidades fundamentales, sino para alcanzar niveles
de vida y de bienestar aceptables, como son la alimentacion, la educacion, la seguridad, la salud
mental, la recreacion, y la integracion social.

En base a lo mencionado, el término de estrategia fue incluido en la agricultura en el afio
1967 en el Plan Puebla, siendo éste el primer Proyecto de Desarrollo Agricola Regional que

involucra el concepto de estrategia como guia para sus acciones Yy decisiones (Casas, 1994).

6.3 Estrategia para crear una red nacional de generacién de conocimiento sobre U. maydis.

En México, los gobiernos y sus proyectos se inventan cada tres o seis afios, dependiendo
del tipo de gobierno, lo que ha impedido el desarrollo del pais. En cuanto a proyectos de
investigacion, algo similar ocurre, ya que muchos de ellos se generan de acuerdo a la vision de
los representantes de investigacion y educacion de cada gobierno, asi como por parte de los
investigadores e instituciones, para conseguir recursos, para tener alumnos participantes en las
investigaciones particulares, o por intereses aislados de estos dos Gltimos. Lo que genera que se
tengan estudios aislados y discontinuos de temas especificos.

Por lo que para colaborar a reducir este problema en el estudio de U. maydis, se propone
generar una red nacional sobre investigacion de este hongo y su producto (huitlacoche), con el
fin de fortalecer y ampliar las investigaciones comunes, y diversificar las investigaciones hacia
nuevas areas u otras de interés pero de menor estudio mediante la colaboracion y el trabajo

conjunto.

6.3.1 Objetivos de la estrategia para crear una red nacional de generacion de conocimiento

sobre U. maydis.
De acuerdo a la definicion de objetivos, los cuales son los elementos tangibles y

concretos que se propone alcanzar a corto, mediano o largo plazo, en el presente proyecto se han

planteado objetivos en estos tres plazos.
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6.3.1.1 Objetivo general de la estrategia.

Generar una red nacional entre los diferentes centros de investigacion e instituciones del

pais para contribuir a la generacién del conocimiento sobre U. maydis.

6.3.1.2 Objetivos particulares de la estrategia.

A corto plazo:

i) Crear una red nacional sobre generacion de conocimiento de U. maydis.

A mediano y largo plazo:
i) Disefiar planes para incrementar la productividad de las investigaciones mediante la
formacion de investigadores y estudiantes de licenciatura, maestria y doctorado.

iii) Disefiar planes para incrementar la productividad de las investigaciones en campo.

6.3.2 Implementacion de la estrategia para crear una red nacional de generacién de

conocimiento sobre U. maydis.

A corto plazo:
I) Se propone como primer paso para crear la red nacional de generacion de conocimiento sobre
U. maydis, convocar a las instituciones y centros de investigacién de México que han generado
conocimiento en las diferentes areas acerca de U. maydis para participar en el “Foro Nacional
sobre Avances en el conocimiento de U. maydis”. Para ello, se requiere invitar directamente a
los investigadores mas prestigiados del pais para conformar el Comité de la Red Nacional de
Generacion de Conocimiento de U. maydis. Dicha invitacion no tan solo sera para que participen
con sus respectivos grupos de colaboradores en dicho encuentro, sino lo mas importante, se les
dara a conocer los objetivos y alcances de la futura red de investigacion.

Se propone invitar a los siguientes investigadores debido a la trayectoria que se muestra a
continuacion:

1. José Ruiz Herrera del CINVESTAYV, lIrapuato, cuyos trabajos mas antiguos se

remontan a 1996, desde la direccion de tesis, aprobacion y financiamiento de proyectos, hasta la
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publicaciéon de articulos. Ha realizado trabajos sobre identificacion y mecanismo de genes y
proceso de infeccion, produccién de huitlacoche, seleccion de hospederos, propiedades
nutraceuticas y nutricionales. Para ello, ha colaborado nacionalmente con Martinez-Espinoza,
A.D.Valverde, Séanchez-Alonso Patricia, Octavio Paredes Lopez, Fidel Guevara Lara, Venegas
Espinoza, y a nivel internacional con Kronstad J.W. Pataky J. K. Pedersen W. L. Garcia
Saucedo, P.A., Velazquez Montoya, J.B. Quienes trabajan en diversas instituciones de México,
USA, Espafia, y Peru, tales como IPN, BUAP, CINVESTAV Vega de Metztitlan, Hgo,
Universidad Auténoma de Chapingo, COPAE-AL, UNESCO; Trujillo, Peru.

2. Clemente Villanueva de la UACh, ha trabajado desde 1995 enfocandose en la
produccién de huitlacoche, quien en colaboracion con la Technische Universitat Berlin y el
Instituto Politécnico Nacional, no tan s6lo han estudiado el método para producirlo, sino para
optimizar su manejo postcosecha.

3. Juan Francisco Jiménez Bremont, en el Instituto Potosino de Investigacion Cientifica
y Tecnoldgica (IPICyT), ha colaborado desde 2001 con Ruiz-Herrera José y Becerra-Flora A.,
en diversos proyectos financiados por CONACYT, Fundacion PRODUCE, y Fondos Mixtos.
Publicando articulos en colaboracion con otras instituciones como el Instituto Tecnoldgico del
Altiplano de Tlaxcala, y con Buenos Aires, Argentina. Incluso ha obtenido reconocimientos
como el Premio 20 de Noviembre a la Investigacion Cientifica, otorgado por el Gobierno del
Estado de San Luis Potosi.

4. Maria Elena Valverde Gonzalez, Octavio Paredes Lopez, Fidel Guevara Lara, del
Cinvestav, Irapuato han trabajado desde 1993 en diversas investigaciones y proyectos sobre
genes y su papel en el proceso de infeccion, asi como en la produccion de huitlacoche con el
apoyo de CONACYT, Fondos Mixtos, y Fundacion PRODUCE. Colaborando con otros
importantes investigadores como Martinez- Espinoza, A.D. y Ruiz-Herrera, J., y Kronstad, J.W,
s6lo por mencionar algunos de los mas importantes, provenientes de prestigiadas instituciones
nacionales e internacionales.

5. Ignacio Ruiz Hernandez y Luciano Castro Espinoza en conjunto con otros
colaboradores del Instituto Tecnologico de Sonora (ITSON), desde 2001 han realizado algunos
proyectos financiados para producir huitlacoche en el Valle del Yaqui con logros importantes, ya

que han aseverado haber encontrado un método para producir huitlacoche masivamente. Entre
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sus investigaciones destacan el fitomejoramiento genético de maices criollos, y la formulacion
economica de inoculo.

6. Emma Saavedra Hernandez y sus colaboradores, de la Escuela de Ciencias Bioldgicas
del IPN, quines se han destacado por obtener el Premio Ciencia y Tecnologia en Alimentos
2003, cuya investigacion es importante por determinar el papel de algunas proteasas en el sabor
del huitlacoche. Aunque también se han reportado proyectos y publicaciones acerca de los
cambios morfoldgicos y el proceso de infeccion de U. maydis, en colaboracion con Ruiz- Herrera
y con el Instituto de Oaxaca.

Cabe mencionar especialmente a José Ruiz-Herrera, Juan M. Gonzéalez-Prieto, Patricia
Sanchez-Alonso y Plinio Guzman, del Cinvestav- Irapuato y del IPN y del Cinvestav-
Guanajuato, por su valiosa colaboracion en la determinacion del genoma de U. maydis en 2006.
Asi como sefialar que existen trabajos menos extensos, y casi siempre (nicos, aunque N0 Menos
importantes, de otras instituciones como el Colegio de Postgraduados, la UNAM, La
Universidad Auténoma de Puebla, La Universidad de Guadalajara, La Universidad de
Aguascalientes, La Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, ElI Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, Baja California, CIBA en Tlaxcala, y otras
quienes han recibido importantes ingresos para proyectos y que han tenido alguna publicacion
como resultado de ellos.

I1) Como segundo paso, al finalizar el Foro, en una mesa de trabajo final, se propone que se
establezcan las estrategias para conformar las lineas de generacién de conocimiento particulares
y las generales de acuerdo a la experiencia e interés de cada grupo, hombrando los comités
responsables de cada una.

I11) Una vez establecidos los comités responsables, se estableceran las estrategias generales y
particulares teniendo como base las propuestas siguientes:

1. Reunir a los representantes de cada proyecto, cuerpo académico o similar para
establecer lineas de investigacion de acuerdo a los avances y experiencia de cada institucion.

2. Establecer convenios de participacion a corto, mediano y largo plazo, para generar
proyectos integrales que involucre a cada institucion.

3. Establecer en conjunto con CONACYT, PROMEP, e Instituciones similares los

proyectos y lineas de investigacion que seran apoyadas de acuerdo a los requisitos que se
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acuerden por ambas partes, con el compromiso de continuar los proyectos hasta su meta a largo

plazo.

A mediano y largo plazo:

Uno de los beneficios que tendra la red nacional de generacion de conocimiento sobre U.
maydis es el incremento de la productividad de las investigaciones mediante la formacion de
investigadores y estudiantes de licenciatura, maestria y doctorado. Para lograr este objetivo, se
propone la siguiente estrategia.

1. Los integrantes de cada proyecto, cuerpo académico o similar de todas las
instituciones participantes deberan establecer las bases para seleccionar a los alumnos de los
diferentes niveles de estudio.

2. Los integrantes de cada proyecto, cuerpo académico o similar de cada institucion
deberan seleccionar mediante los mecanismos acordados, a los alumnos que no tan sélo tengan el
interés sino la capacidad para participar en los proyectos establecidos a corto, mediano y largo
plazo, tanto a nivel local como con las otras instituciones participantes.

3. Los integrantes de cada proyecto, cuerpo académico o similar de todas las
instituciones participantes deberan acordar los lineamientos para investigadores y alumnos sobre
los compromisos para dar seguimiento y asegurar la terminacion de los proyectos
correspondientes.

4. Los integrantes de cada proyecto, cuerpo académico o similar de todas las
instituciones participantes deberan generar espacios nacionales como Foros, Congresos, etc. para
dar a conocer los avances en cada area de interés y asi fortalecerlas, asi como para generar el
interés de alumnos, investigadores, productores y empresarios para participar en dichas areas de
interés.

5. Los grupos mencionados deberan propiciar la labor de investigacion en los estudiantes
de los diferentes niveles mediante el intercambio a los centros de investigacion donde fortalezcan
sus habilidades y conocimientos, con el fin no tan s6lo de mantener el interés sino de incentivar
su formacion como investigadores que soporten y fortalezcan los proyectos en el futuro.

Las estrategias mencionadas no tendrian ningun sentido sin la aplicacién de la generacion
del conocimiento en las diversas areas de produccion, ya que es aqui donde se generan las

fuentes de empleo, y con ello, el desarrollo de una nacion.
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Para el establecimiento de estrategias para este fin, se sugiere establecer de igual forma
que en los dos casos anteriores, estrategias a corto mediano y largo plazo, las cuales a su vez van
a ser especificas o generales de acuerdo a los avances en las investigaciones y de los proyectos
establecidos.

1. Los integrantes de cada proyecto, cuerpo académico o similar de todas las
instituciones participantes en conjunto con del sector gobierno, el cual mediante la intervencién
de Fundacion PRODUCE, FONAESSDR, Fondos Mixtos, la SAGARPA vy las estatales
correspondientes, deberan formar comités que establezcan los lineamientos para determinar las
estrategias para el desarrollo agricola regional en cada area de interés: capacitacion, capacitacion
a otros productores, optimizacion de los procesos de organizacion, produccion de huitlacoche,
procesamiento de huitlacoche, produccién de indculos, investigacién de las cadenas de
distribucion y precios convenidos, etc., donde para esto ultimo habra que incluir a SNIM y a la
PROFECO principalmente.

2. Los comités formados por ambas partes, estableceran los lineamientos para
seleccionar a las ONGs, organizaciones particulares o empresas de las diversas regiones cercanas
a las instituciones relacionadas, que no sélo estén interesadas y comprometidas a aprender, sino a
estar dispuestos a esperar obtener resultados 6ptimos y a afrontar algunas pérdidas para aplicar
las nuevas técnicas en las areas mencionadas.

3. Los comités formados por ambas partes, estableceran los lineamientos para incluir a
los productores de las regiones y micro regiones en la problematica de marginacion y pobreza, de
tal manera, que se disminuya esta problematica.

4. Establecer estrategias para involucrar constantemente a alumnos de los diversos niveles
de estudio, con el fin de que los proyectos no sean aislados, para que tengan continuidad, y para
que sean mas robustos. Para ello, se propone las siguientes estrategias:

6.3.3 Beneficios esperados de la estrategia implementada para crear una red nacional de

generacion de conocimiento sobre U. maydis.

Segun las experiencias de las naciones avanzadas, el medio para lograr el desarrollo de

una nacion, es mediante la generacién de conocimiento, el cual se logra a partir del desarrollo de
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la ciencia y la tecnologia, y méas aun, en los tltimos afios, en la innovacidn que se genera a partir
de éstas.

Por ello, se espera que las estrategias propuestas en relacion a la formacion de una red de
generacion de conocimiento sobre U. maydis, tengan resultados importantes en el desarrollo de
México. Ya que se podran optimizar los recursos humanos, materiales y economicos dedicados a
la investigacion a nivel nacional, debido a que muchos de ellos podran ser generales para cada
linea de investigacion nacional, con lo que ademés se evitara la duplicidad de esfuerzos y
recursos, mediante el intercambio de alumnos e investigadores en cada linea de investigacion, y
con ello lograr articular sus habilidades y conocimientos en los centros mas desarrollados de
México en cada area de interés.

Como consecuencia de lo anterior, se lograra incrementar la productividad de las
investigaciones mediante la formacion de investigadores y estudiantes de licenciatura, maestria y
doctorado de las diversas instituciones involucradas que estén interesados y comprometidos con
la generacion de conocimiento y la innovacion de tecnologias sobre U. maydis.

Y finalmente, como uno de los logros que la sociedad podra palpar, se logrard
incrementar la productividad de las investigaciones en campo mediante la participacién de
productores de maiz de las diversas regiones de México, que no solo estén interesados y
comprometidos a aprender, sino que estén dispuestos a afrontar pérdidas para aplicar nuevas
técnicas para producir huitlacoche. Méas aun, se podra contar con la participacion y recursos
econdmicos de los sectores productivos, tanto pablicos como privados, asi como de las ONGs,
que deseen procesar el huitlacoche obtenido, empresas en biotecnologia que deseen procesar los
indculos e invertir en nuevas investigaciones; participacion de expertos en politicas publicas, en
investigacién, innovacion, ciencia y tecnologia, en solucién de problemas regionales vy
nacionales, en mercadotecnia, etc., ya que cada dia la sociedad confia mas en el mejor manejo de
los recursos y en obtener los resultados esperados de acuerdo al trabajo conjunto de estos

sectores.
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6.4 Estrategia para determinar un meétodo sistematico para producir huitlacoche en los

Valles Altos de Puebla para contribuir al desarrollo agricola regional.

En base a las estrategias mencionadas anteriormente y en los resultados obtenidos en la
presente investigacion, se establece la estrategia para establecer un método sistematico para
producir huitlacoche en los Valles Altos de Puebla para contribuir al desarrollo agricola regional.

Para lo cual, se han determinado los siguientes objetivos:

6.4.1 Objetivos de la estrategia para determinar un método sistematico para producir

huitlacoche en los Valles Altos de Puebla para contribuir al desarrollo agricola regional.

Como en el caso de la estrategia anterior, en este caso también se propone alcanzar

objetivos a corto, mediano y largo plazo.

6.4.1.1 Objetivo general de la estrategia.

Contribuir al desarrollo de las regiones de los Valles Altos del estado de Puebla y
posteriormente a la regién central de México al generar un método especifico para la produccion

sistematica de huitlacoche en cada region especifica.

6.4.1.2 Objetivos particulares de la estrategia.

A corto plazo:

i) Seleccionar cepas compatibles de U. maydis que tengan la mayor diversidad genética
de acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion.

ii) Disefiar indculos con las cepas de U. maydis seleccionadas.

iii) Diseflar de forma segura las unidades de investigacion para cada unidad de
investigacion, en funcion de los maices a evaluar y los indculos disefiados.

iv) Capacitar a productores de maiz de los Valles Altos de Puebla para evaluar los

indculos disefiados de U. maydis, para determinar el o los mejores indculos.
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A mediano y largo plazo:

i) Evaluar el mejor o los mejores indculos obtenidos en el punto anterior por tres ciclos
agricolas para cada unidad de investigacion para seleccionar el método especifico de produccion
sistematica de huitlacoche para dicha region.

ii) Determinar el o los indculos a utilizar para cada variedad de maiz en cada region, ya

sea en campo abierto o0 en invernadero.

6.4.2 Implementacion de la estrategia para determinar un método sistematico para
producir huitlacoche en los Valles Altos de Puebla para contribuir al desarrollo agricola

regional.

A corto plazo:

Dado el interés y la elevada demanda del huitlacoche a nivel local, nacional e
internacional, todos los sectores y actores involucrados en la estrategia se encuentran
plenamente interesados y convencidos de los beneficios que se obtendran al llevar a cabo el
presente proyecto. Por lo que no hara falta, a diferencia de muchos planes de desarrollo agricola,
de convencer a cada uno de estos sectores, principalmente a los productores, por lo contrario, se
debera tener cuidado de que no se excluya a ningn miembro del sector agricola, principalmente
del sector pequefio y mediano, e incluir a productores que no se hayan unido a algin grupo u
organizacion.

Sin embargo, se debe evaluar la operacién de cada grupo u organizacion, y en caso
necesario, se debe capacitar en este aspecto con el fin de participar en los programas de
desarrollo agricola, y de esta forma, ser los principales beneficiarios de los apoyos y gestiones
institucionales. Para este fin, los investigadores y estudiantes del Colegio de Postgradudados-
Puebla, expertos en estas disciplinas en el sector agrario, capacitaran a las organizaciones de
productores, principalmente de maiz, utilizando la técnica de campesino a campesino para lograr
una organizacion eficiente, de tal manera que se hagan acreedores de los apoyos econémicos.

Por otra parte, y a partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion sobre
diversidad genética, otro grupo de investigadores y estudiantes del area de Biotecnologia de
Hongos Comestibles del Colegio de Postgraduados- Puebla y de la Facultad de Ingenieria

Quimica (FIQ) de la Benemeérita Universidad Auténoma de Puebla (BUAP), seleccionaran las
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cepas de U. maydis con mayor diversidad y se determinara su cinética de crecimiento. A partir de
estos datos, se realizaran pruebas de compatibilidad a nivel de laboratorio. Y finalmente con los

datos obtenidos de ambas pruebas, se seleccionaran las cepas para producir diferentes indculos.

A mediano y largo plazo:

Una vez logradas las habilidades requeridas de cada organizacién de productores, el
grupo de investigadores y estudiantes de ambas instituciones mencionados anteriormente,
capacitaran a las organizaciones de productores sobre el método para producir huitlacoche de
forma sistematica y segura. Para ello, cada organizacion seleccionaran de 3 a 5 voluntarios de la
organizacion o grupo, quienes dispondran de una parte de su produccion de maiz susceptible a U.
maydis para evaluar los indculos, de tal forma que para cada variedad de maiz se tengan 3
indculos a evaluar.

La variedad de maiz se seleccionara bajo tres criterios:

1) Laseleccidn de maices susceptible a U. maydis segun la experiencia de los productores.

2) De estos maices, se seleccionaran aquellos que sean similares a los que presentaron
mayor indice de severidad en los resultados obtenidos en el presente trabajo.

3) Finalmente, y también de acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
seleccionardn aquellos maices que sean similares y que hayan crecido en condiciones
agroecoldgicas similares a las de la localidad en estudio.

En esta etapa se incluird las condiciones en que habra de sembrarse cada unidad de
investigacion (parcela sembrada con una variedad de maiz especifica) de manera que se obtenga
huitlacoche solo en las unidades de investigacion y se evite la proliferacion de huitlacoche en las
parcelas vecinas. Una vez alcanzado el grado especifico de madurez de las mazorcas, se
procederd a inocular éstas con tres diferentes indculos, de tal manera que se tengan tres unidades
de experimentacion. En todo momento se capacitara a los productores sobre el cuidado de las
mazorcas hasta su recoleccion. Llegado el tiempo de recoleccidn, se capacitara a los productores
para que se obtenga huitlacoche de la mejor calidad en referencia a su manejo en la cosecha y
postcosecha.

Lo anterior no sera posible sin la participacion del sector gobierno, el cual mediante la
intervencion de Fundacion PRODUCE, FONAESSDR, o la Secretaria de Economia, la cual a su

vez depende la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
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(SAGARPA), podran brindar los apoyos técnicos, financieros y administrativos para iniciar la
capacitacion necesaria para optimizar los procesos de organizacion, asi como para la
capacitacion para producir el huitlacoche de manera sistemética. Por otro lado, y una vez que se
tenga establecido un método especifico para la produccién sistematica para cada region
especifica de los Valles Altos del estado de Puebla, es decir cuando se tengan cantidades
suficientes de huitlacoche para satisfacer las demandas nacionales e internacionales, el Sistema
Nacional de Informacién e Integracion de Mercados (SNIM), apoyara las gestiones necesarias
para la mercadotecnia a nivel nacional e internacional. De igual forma la Procuraduria Federal
del Consumidor (PROFECO) debera publicar el precio al consumidor del huitlacoche en los
principales estados consumidores de este producto como son el D.F., Estado de México y
Puebla, ya que en la actualidad se carece de este dato, incluso en las bases de datos del INEGI y
de la SAGARPA se carece de datos de produccion de este producto, debido a que sélo se da de

manera espontanea y por lo tanto en cantidades insignificantes.

6.4.3 Beneficios esperados de la estrategia implementada para determinar un método
sistematico para producir huitlacoche en los Valles Altos de Puebla para contribuir al

desarrollo agricola regional.

La estrategia propuesta en esta investigacion tiene un gran potencial, ya que la
produccion de huitlacoche actual esta basada en la produccion espontanea, la cual es inconstante,
tanto en cantidad y calidad, ya que estd sujeta a las condiciones prevalecientes en cada
temporada. Por lo que de acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion, y a la
estrategia propuesta, se podrd innovar en la tecnologia para la produccion sistemética de
huitlacoche lo que permitird una mayor cantidad y calidad de este producto en cualquier época
del afio, en primera instancia en los Valles Altos de Puebla, y posteriormente en la regién central
de México.

Al lograr una mejor organizacion de los productores de maiz, se logrard que se
constituyan como una sociedad que sea sujeta no tan solo de obtener apoyos econémicos, sino
también de financiamiento, el cual de manera particular seria casi imposible lograrlo.
Posteriormente, una vez que los productores se encuentren capacitados, y que por lo tanto

trabajen independientemente, y que ellos mismos promuevan esta tecnologia de campesino a
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campesino, se tenga una mayor produccién de huitlacoche con la calidad necesaria para exportar,
y con ello, contribuyan al desarrollo regional. Se espera que tanto los productores, como los
centros de distribucion, vendedores minoristas y mayoristas se beneficien con estos resultados
desde las primeras etapas del proceso.

En el caso del sector académico y de investigacion, se espera que también puedan contar
con un fondo comun, con el cual se pueda disponer de los recursos necesarios para la
investigacion basica y aplicada. Y una vez que los productores manejen de manera dptima esta
tecnologia, se espera que se abastezcan de los indculos 6ptimos para su region, lo que generara
recursos economicas que puedan emplearse tanto para el mejoramiento del producto, asi como
para el desarrollo de nuevos productos procesados a partir de huitlacoche, los cuales en un futuro

inmediato se puedan comercializar en el extranjero principalmente.

6.5 Estrategia para aprovechar comercialmente el huitlacoche que se produce

naturalmente por parte de comunidades rurales.

Aunque esta es la Ultima de las estrategias que se propone, ésta es la mas viable a corto
plazo, ademas de que los requerimientos son minimos comparados con los que se necesitan para
las otras dos estrategias propuestas.

La presente estrategia se propone en base a los datos obtenidos en el presente trabajo, los

cuales se pueden dividir en tres premisas:

6.5.1 Bases para plantear la Estrategia para aprovechar comercialmente el huitlacoche que

se produce naturalmente por parte de comunidades rurales.

6.5.1.1 Premisa |

No se puede afirmar con precision que en el estado de Puebla no exista algin método de
produccién controlada, ya que aunque se rumora que en Acatzingo y en Tepeaca se estad
produciendo de esta forma, durante la recoleccion de especimenes para el presente trabajo, no se
pudo localizar las plantaciones o los productores que lo hicieran. En el caso de Acatzingo s6lo se

pudo detectar a un productor con una gran cantidad de producto (aproximadamente 10 cajas de
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madera), pero sélo se concreto a decir que lo obtenia del campo en ese municipio. También en la
central de abastos de la ciudad de Puebla, en la de Huixcolotla (Puebla), en la del Edo. de
México, y en el mercado de la Merced en el D.F., se encontraron cantidades significativas (entre
10 a 20 cajas) pero s6lo en temporada, ya que fuera de ella, se encontré en mucho menor
cantidad y en muy pocos lugares. Por ello, se puede presumir que probablemente se esta
produciendo de manera tradicional (diversas practicas desarrolladas por los productores) en
cantidades mayores a la espontanea, pero sin ser sistemética o controlada. Por lo que estas

cantidades justifican la estrategia propuesta a continuacion.
6.5.1.2 Premisa Il

Segun la informacién obtenida por parte de los productores y peones durante la
recoleccion de cuitlacoche, se sabe que la cantidad obtenida de este producto de forma natural, es
decir, la producida espontaneamente, es escasa y no continua, ya que algunos afios se produce
mucho y otros poco o nada; segin comentarios de ellos es alternada, es decir, un afio se produce
cuitlacoche y otro no.
6.5.1.3 Premisa 111

Los resultados sobre las localidades de recoleccion, arrojaron que en el estado de Puebla
se tienen localizadas cinco regiones: Atlixco, Cholula, Huejotzingo, Tepeaca y San Martin
Texmelucan (afio 2007).

6.5.2 Pasos de la estrategia

De esta forma la estrategia que se sugiere seria de la siguiente manera:
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6.5.2.1 Creacion de un equipo de diagnostico especializado

Este con el fin de conocer la cantidad y frecuencia de huitlacoche obtenida por cada
productor de diferentes localidades de cada una de las cinco regiones mencionadas en la premisa
.

Se propone que esta actividad esté a cargo de investigadores y estudiantes especializados
en el area de diagnostico del Colegio de Postgraduados- Puebla con el fin de obtener resultados
optimos.

6.5.2.2 Seleccién de las localidades donde se obtenga una cantidad de huitlacoche

significativa y méas o menos constante.

Estas localidades se identificaran en base a los resultados obtenidos en el diagnostico. Las
localidades cuya produccion sea menor en cantidad y frecuencia, se anexaran a la localidad
seleccionada mas cercana a cada una de ellas.

En esta actividad participaran todos los involucrados en la presente investigacion.

6.5.2.3 Creacion de un centro de acopio y distribucion de huitlacoche regional.

De acuerdo a los datos obtenidos en el punto anterior, se procederd a crear las

condiciones en cada localidad seleccionada. Esta actividad podré llevarse a cabo en dos partes:

a) Constitucion de una organizacion encargada del centro de acopio y distribucion
de cuitlacoche en cada localidad.

Esta etapa esta relacionada con el requerimiento y la formacion de recursos humanos.

Para la operacion del centro se sugiere que al menos haya tres personas en cada centro de
acopio, el Encargado General del Centro de Acopio y Distribucion, el Personal Operativo del
Centro de Acopio y Distribucion, y EI Transportista. De ser necesario, y de acuerdo a lo que
decida el Consejo Directivo (definido en el punto 4 de la estrategia), cada una de estas personas

podra tener uno o mas auxiliares.
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El encargado general del centro de distribucion, tendra como funciones el registro de los
datos del productor y las caracteristicas del huitlacoche recolectado para determinar su calidad y
precio, asi como determinar el embalaje de acuerdo a la calidad y tiempo de almacenamiento, y
finalmente, el registro de la salida del producto. De igual forma supervisara los procesos de

limpieza, empaque, almacenamiento y embalaje.

Recomendaciones técnicas:

Se sugiere determinar dos niveles de calidad, de primera (100% del area de la mazorca
cubierta con agallas de color blancas a grises e integras) y de segunda (50 a 75 % del area
cubierta con agallas de color blancas a grises e integras). Por lo que no se aceptaran mazorcas
con menos del 50% del area cubierta de agallas, ni con agallas negras y reventadas.

El personal operativo del centro de acopio, tendra como tarea la limpieza del huitlacoche,
es decir, eliminara las hojas y los insectos de éste, seleccionara e informara al encargado del
centro, la calidad y peso del huitlacoche. Enseguida, envolvera cada mazorca en papel periddico
con el fin de disminuir la deshidratacion. Una vez envueltas, se colocaran en las parrillas del
refrigerador separandolas 3 cm. una de la otra con el fin de permitir un enfriamiento homogéneo

y evitar el maltrato de las agallas.

Recomendaciones técnicas:

Se recomienda mantener el huitlacoche a una temperatura de 3 °C hasta por 7 dias
(aunque se puede mantener a esta temperatura hasta por 11 dias).

El transportista, se encargara de almacenar el producto en el medio de transporte y

llevarlo a su destino de distribucion o venta.

Recomendaciones técnicas:

Se sugiere que en caso de que el transporte no esté equipado con sistema de enfriamiento,
el producto se transporte durante la noche para evitar el sobrecalentamiento del producto y
consecuentemente la péerdida o disminucion de la calidad.

Para el desarrollo éptimo de cada una de estas actividades se debe evaluar la operacién de
cada organizacion, y en caso necesario, se debe capacitar en este aspecto con el fin de participar

en los programas de desarrollo agricola, y de esta forma, ser los principales beneficiarios de los
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apoyos Y gestiones institucionales. Para este fin, los investigadores y estudiantes del Colegio de
Postgradudados- Puebla, expertos en estas disciplinas en el sector agrario, capacitaran a las
organizaciones de productores, utilizando la técnica de campesino a campesino para lograr una
organizacion eficiente, de tal manera que se hagan acreedores de los apoyos econémicos.

Por su parte, el grupo participante en el presente proyecto, sera el encargado de capacitar
en cuanto al aspecto técnico, es decir, la seleccion, clasificacion, limpieza, almacenamiento,

embalaje y transporte de cuitlacoche; asi como de la logistica y supervision de estas actividades.

b) Creacidn de un centro de acopio.

Esta etapa esta relacionada con los recursos materiales necesarios para la operacion del
centro de acopio, tales como: local, equipo administrativo, equipo de produccion, y transporte.

El local deberé estar dotado de todos los servicios basicos: agua potable, electricidad,
drenaje, teléfono e internet, principalmente.

Equipo administrativo, debera incluir principalmente equipo de computo, escritorios, y
sillas.

El equipo de produccion solo incluird mesa(s) de trabajo y refrigerador(es) de acuerdo a
la cantidad estimada de cuitlacoche acopiada de acuerdo a los datos del diagndstico. Los
refrigeradores deberan estar adaptados con parrillas separadas cada 15 cm. de altura, a fin de
tener una sola fila de mazorcas para que se distribuya la temperatura uniformemente y disminuya
la tasa de respiracion y la deshidratacion.

En cuanto al transporte, también sera de acuerdo a la cantidad de cuitlacoche acopiada. El
cual sera desde una camioneta pick up de % tonelada, hasta camiones de mayor capacidad. Si es

posible, estos deberan estar adaptados con sistema de refrigeracion.

6.5.2.4 Creacion del Consejo Directivo.

Este consejo estard conformado por los encargados de cada centro de distribucion asi
como por investigadores y estudiantes del Colegio de Postgraduados- Puebla especializados en el
area de comercializaciéon y consumo, administracion, manejo de recursos humanos, etc. Con el
fin de que en conjunto tomen decisiones relacionados a los siguientes aspectos:

e Determinar el precio de compra del producto de acuerdo a su calidad.
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e Seleccionar al resto del personal de cada centro de acopio y distribucion de acuerdo a sus
cualidades.

e Determinar el destino de los ingresos y egresos generales, es decir, de todos los centros
de acopio y distribucion.

e Determinar el salario del personal de cada centro de acopio y distribucion, asi como de
los miembros del consejo directivo.

e Disefar las estrategias para optimizar continuamente las actividades, tanto del consejo
directivo, como de cada uno de los centros de acopio y distribucion.

e Determinar los mejores canales de comercializacion del cuitlacoche en Puebla y si la
cantidad acopiada es suficiente, en Tlaxacala, D.F y Edo. de México. De tal manera que
se incluyan pequefios, medianos y grandes compradores, como comerciantes de
establecimientos informales de antojitos y cocinas econdémicas, restaurantes de comida
tipica, y mercados y centrales de abastos, respectivamente.

e Determinar el precio de venta para cada uno de estos sectores.

e Determinar los periodos para atender las necesidades de cada uno de estos sectores o de
cada cliente si asi lo requiere.

e Disefiar en un futuro las estrategias para transformarse en un agronegocio a nivel regional
en base a la integracion y acuerdos regionales, ya que se ha determinado, que mediante

este enfoque se garantizara el éxito de este tipo de empresas.

Nota: En la primera fase de la estrategia, la seleccion de los encargados de los centros de
acopio Yy distribucién de cada localidad serd en base a dos criterios, primero, que el grupo de
productores de cada localidad propongan a los candidatos que ellos elijan, y segundo, que el
grupo de investigadores y estudiantes del Colegio de Postgradudados — Puebla especializados en
organizacion de productores elijan a uno de los candidatos seleccionados de acuerdo a los
criterios de liderazgo determinados en los cursos de capacitacion. Posteriormente, una vez
conformado el Consejo Directivo, los cambios 0 nuevos integrantes seran seleccionados por

dicho consejo.
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6.5.3 Gestion de apoyos.

Se gestionaran los apoyos técnicos, financieros y administrativos al gobierno, mediante la
intervencion de Fundaciéon PRODUCE, FONAESSDR, o la Secretaria de Economia, que a su
vez depende la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA).

Los apoyos técnicos, financieros y administrativos son indispensables para iniciar la
capacitacion requerida para los productores con el fin de optimizar los procesos de organizacion,
asi como para la capacitacion para el acopio y distribucion del huitlacoche.

También se solicitard el apoyo del Sistema Nacional de Informacién e Integracion de
Mercados (SNIM) y de la Procuraduria Federal del Consumidor (PROFECO) para que integren y
publiquen el precio al consumidor del cuitlacoche en los principales estados consumidores de
este producto como son el D. F., Estado de México y Puebla, ya que en la actualidad se carece
de estos datos en las bases de datos del INEGI y de la SAGARPA.

6.6 Beneficios esperados de la estrategia implementada para aprovechar comercialmente el

huitlacoche que se produce naturalmente por parte de comunidades rurales.

La presente estrategia, al igual que en los dos casos anteriores, tiene un gran potencial y
con la ventaja de que se puede llevar a cabo en un plazo inmediato, ya que por un lado s6lo se
requiere capacitar a los productores y peones en aspectos basicos como se establecid en los
apartados correspondientes. Por otro lado la producciéon de huitlacoche actual, basada en la
produccion espontanea, la cual al conjuntarse en un solo lugar, se podra convenir y mantener un
precio justo para todos los recolectores de este producto de una region determinada.

También, como en las otras dos estrategias, se lograra una mejor organizacion de los
recolectores de huitlacoche que se constituyan como una sociedad que sean sujetos de apoyos
economicos y de financiamiento. Y una vez que los recolectores se encuentren capacitados en el

manejo postcosecha y en el establecimiento de precio justo, contribuyan al desarrollo regional.
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Anexo Al. Secuencias de ITS-4 de Ustilago maydis del centro del centro de México.

CP436
NNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNCTGAGGCCGATGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCCTCTGNGGTTAA
AGCANAGGCNNGGGCGGGGTTCANAAGCACGCCAAACAGCANAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGC
CCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGA
GCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCA
NANACCCTCACTACNGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTC
NCGGCCCTCAAACAGGCNTGCTCCCCANATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGNGCGTTCAAAGATTCN
ATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAG
AGATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAA
AATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTANTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCNACCCGTCTTTCCCCA
NACGCTGCTCGCTATGAGCNCTACNGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAG
GTAGCTCAGGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCNTCAAAATGAT
CCNTCCGCAGNTCNCCCCTACNNAANNNNNNNNNNNNNGNNGAAAANCNTTTTTTNCNNAGGNGTGG
CTNNNACTGTCNACTAACNGANCTNCNNTTTTANNNNNANGGNNNNTCNNTGGTCNGNNNAANCNNT
NNNGNTNNNNNNGNANNNNGGGNNNNNNGGGNNGNNNNNNNNCNANNTTTGANNNNNNGNNGNNN
NNNAANNNNNTTTTTNGANNNN

CP438
GNNNNNNNNGNNNNNNNCNNNCTGANGNCGATGANTTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAA
GCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCC
CTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAG
CTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAG
AGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCG
CGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGA
GATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAA
ATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAG
ACGCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGG
TAGCTCAGGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATC
CATCCGCANGTCNCCCNTACGGNNNNNNGGNTNNNTTNGATGAANAACNNTTTTTTTTCNGANGTGNG
GCTGNNNCTGTCCACTAAACCTGAGCTACCTTTTTTATANNNNNGGTNNATCNGTNGGTCNGNNNAAA
CCNGTAGNGCTNANAGCGAGCANCGNCNGGGGNAAGANNGGGTNGNNNNTCNNNCANNNTTTTGAN
NNNNAGGANNGGNNGGNNNAAANNNNTTTTTNNNANNNN

CP439
NNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNTCTGAGGCCGATGATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAA
AGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGC
CCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGA
GCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCA
GAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTC
GCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCG
ATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAG
AGATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAA
AATGATTTTTGTCCTTCCNATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCA
GACGCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGTTTCGACAGACCGANCGATGCAACCGTGNTATATNAAAAAG
GTAGCTCANGNTTAGNTGGACNGGTGCGANNCACANCTCNNAAAAAAAANGNTTTTCNTCAANANGN
NNNNNNCNNNANGNNCNNCTNNNNNNNNNGNGGGNGNGNNNNGANGANNNNCNNNTTTTNNCNGA
NGNGNNNNTNNNNNCNGNNCNACTAAACCNGAGCTNCCNTTTNNANANANNNGNTGCATCNNNNNG
NCNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNCNGNGNNNNNNGGNNNNNNNNNCNNNNANNNTTT
TTNANNNNNNNGNNNNGNNGGNNNANANNNTTTTNTNNNNNNNNN
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CP440
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGAGGNCGANGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAA
AGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGC
CCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGA
GCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCA
GAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTC
GCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCG
ATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAG
AGATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAA
AATGATTTTTGTCCTTCCNATCCTAGTGTTCNAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCNANCCGTCTTTCCCCA
GACGCTGCTCGCTATGANCGCTACTGGTTTCGACAGANCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAG
GTAGCTNNNNTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCNNAAAAAAANNNNTTTTCNTCNNNATGAT
NCATNNGCNNNNTNNNNNNACNNNNNNNNGGNGGGNNNNGANNNNNANCNTTTTNTNCNGNNNNGN
GNNTNNNACNGNCNACTAAANCNGAGNTNNNTTNNNNNANAANNCGNNNGCATCGGNNCGGNNNGN
NGAANCNNNNNNNNNNNNNNCNAGCANCNNNCNGNNNNNNNNGGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNT
NNANNNNNGNANNNNNNNNNAAANNNNNTTTTTTNANNNANNNNNNNNNNGNNNANNNN

CP441
NNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNCTGAGGCCGANGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTA
AAGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCG
CCCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCG
AGCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGC
AGAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATT
CGCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTC
GATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAA
GAGATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAA
AAATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCC
AGACGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAA
AGGTAGCTCANGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGNTTTTCATCAAAATG
ATCCNTCCGCAGGTNNNCCTACNGNAANNGGGGGGGGGNNNNGANGAANNANNNNNTNTNNNCNGA
GGTGNNGNNTNNNACNGNCNACTAAACCTGAGCTACCTTTTNTANNNNNANGNNNGCATCGGTCGNT
CTGTCGAAANNNGNAGCGTTCNTNNNNNNCANCNNCNGGGGNAAANNNNNGNNNNNNNNCNNNNAC
ACTTTTGANNNNTANGANNGGNNANGNCNAAAANNNTTTTTTTNNNNNNNGNAANNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNN

CP442
NNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNCTGANGCCGANGANTTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAA
GCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCC
CTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAG
CTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAG
AGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCG
CGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGA
GATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAA
ATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAG
ACGCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGG
TAGCTCAGGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGNTTTTCATCAAAATGATC
CNTCCGCAGGNTCNCCCTACGGAANNNNNNNNNNTTGGATGANNNACNTTTTTTTTCTGAGGTGTGGC
TNNNCTGTCNNTAANCCTGAGCTACCTTTTTTANATAANCGGNNGCNNCNGNNGNTCNGTNNAAACCN
NNNANNNNTNNNANGNNNANNNTCNGGNGAAAGACGGGGTNNNNCNTNNTNNCANNCNTTTGANNC
TNNGNATNGGNNNNNNNAAANNNNTTTNNNTGANNNNNNAANNNACGGNNNNNN
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CP443
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGAGGNCGANGANTTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAG
CAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCC
TCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGC
TTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGA
GACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGC
GGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAG
ATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAA
TGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAGA
CGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGT
AGCTCANGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATCC
ATCCGCNNNTCNCCCTACGGAANGANNNNNTNANTTTNGATGAAAAACCTTTTTTTTCTGAGGTGTGG
CTNNACTGTNCNACTAAACCTGAGCTACCTTTTTTNNANNNANGGNNNNTNNNNNGGTCTGTCNAANC
AGTANCGNTNATANCGAGCNNNNNNNGGGGAAAGANGGGNNNGNNCTNCNNNNANNNTTTTGANNN
NGGANNGNNAGGGACAAAATANTTTTTNNNANNNNGNNN

CP482
NNNNNNNNNNNNNNNCCNNNNTNGNNGNNNNNGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAA
GCAGAGGCATGGGCGGGGTTCANAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCNTTGCGTCCAGCTCCCGCC
CTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAG
CTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAG
AGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCG
CGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGA
GATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAA
ATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAG
ACGCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGG
TAGCTCAGGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATC
CATCCGCNNNNNCCNNNNNGGNAANNNNNGGNNNNNNNNGGNNNNNNNCNTTNNNNNTNNNANGTG
TGNCTNGNNCTGNNNNNTGNNNNNNGAGCTNCNNNTNTANNNNNNAGGGNNGNANNNGTNGGTNNG
NCNAANCNGNGNGNTNNNNNNGNNNGTCNGNGNNANNNNNNTNNNNCNNNNNNNNNNTTGANNNN
NGGNNGGNANGGNNNAANNNNNTTTNNNANGAANGNNNNNNGNNNNNGNNNNNNNNNNNNNAAAA
NNNNNGGNNNGNNNNNNGGNTCCNN

CP483
NNNNNNNNNNNNNNNNCCNTCTGAGGNCGATGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAG
CAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGLCCC
TCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGC
TTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGA
GACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGC
GGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAG
ATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAA
TGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAGA
CGCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGT
AGCTCAGGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATCC
ATCCGCNNNTCNNCCCTACNGNAANGGNNNGNNCNNNNNGNTGAANAANNTTTNNNNNNCNGANGT
GTGNCTCGNACNGNNNNCTNNNNNGGANNTANNNNNNTANATNNCNNGGNNNNNCGNNGGNNNGNN
NNNNNNGNNNNGCTNNANCANGNNNNNTNNGGGGNAAGANGGGNNNNNCNNNNNNNNNNNTTTTG
ANNNTANNGATGGGANNNNNNNNNNNNTTTTTNNNANNANNGNNNNNNNGGNTNANGNGNNNNNNN
NNNNAAAANNNNNNNNNNNNNNNNNNGNNTNNNNNN
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CP484
NNNNNNNNNNNNNNNNNCCATCTGAGGCCGATGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAA
GCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCC
CTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAG
CTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAG
AGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCG
CGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGA
GATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAA
ATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAG
ACGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGG
TAGCTCAGGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCAGAAAAAAAAGGNTTTTCATCAAAATGATC
CATCCGCAGGNTNNCCCNTACGGNAANNN

CP485
NNNNNNNNNGGNNNNNNCNNTCTGAGGCCGATGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAA
GCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCC
CTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAG
CTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAG
AGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCG
CGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGA
GATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAA
ATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAG
ACGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGG
TAGCTCAGGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCAGAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATC
CATCCGCANNNNNNCCTACNGNAA

CP486
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGAGGCCGATGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGT
TAAAGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCC
CGCCCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACT
CGAGCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATG
GCAGAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAA
TTCGCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGAT
TCGATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACC
AAGAGATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAA
AAAAATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCC
CCAGACGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAA
AAGGTAGCTCAGGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCAGAAAAAAAAGGNTTTTCATCAAAAT
GATCCATCCGCAGGTTCNCCCTANNNGAA

CP487
NNNNNNNNNGGNNNNNNNCCNNCTGAGGCCGATGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAA
AGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGC
CCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGA
GCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCA
GAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTC
GCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCG
ATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAG
AGATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAA
AATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCA
GACGCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAG
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GTAGCTCAGGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCAGAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGAT
CCATCCGCAGGTNNCCCNTACNGAANNN

CP488
NNNNNNNNNNNNNNCNNNNTGNNNNNNANGAATTGAAAAANAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAGCA
GAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCCTC
TCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGCTT
TCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGAG
ACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGCG
GCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATG
ATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGA
TCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTANACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAAT
GATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAGAC
GCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCNACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGTA
GCTCANGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATCCA
TCCNCNNNNNCNNNNNGNNAANGNNNNGNNNNNGNGNNNNNNNNNNNTTNTGNNNNGANGTGNGN
NNNGNCNNTNNNNNANNCGGGNNNNTTTNNNNNNNNNNGGNNGNGNGGTGGGNNNNNNNAACNNN
NNGNNNANANNAGGNNNNNNGNNNAANANNNNNNGNNNNNNNNNNNNNTTGANNNNNGGANGGNA
NGNNNNNANNNNNTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNANNNN
NNNNNNNNNNNNN

CP489
NNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNCTGAGGNNGANGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAA
GCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCC
CTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAG
CTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAG
AGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCG
CGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGA
GATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAA
ATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAG
ACGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGG
TAGCTCANGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATC
CATCCNCNNNNNCCCTNNNGGAANGGGGGNNNNNNNNNGGNNAAANANNNNNNNNNNNCNNANNN
NNNNNNNNNGNTGTCNACNNANNGNGNGGNNNATTNTNNNNNNACGNNNNNNCNGTNGGGNGGAGA
ANGAGTGNNGTTNNNNNNGNNNNTCNGNNNNAAGNANGNNGNGCNNNNNNNNNNNTTTTGANNNNN
NNNNGGGNAGGNNNNNNNNNTTTTTNNANNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

CP490
NNNNNNNNNNNNNNCNNNCTGAGGCCGANGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAGCA
GAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCCTC
TCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGCTT
TCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGAG
ACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGCG
GCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATG
ATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGA
TCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAAT
GATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAGAC
GCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGTA
GCTCAGGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATCCA
TCCNCNNNNNNCCNNNNNGNANNNNNGGGNNNNNTNNGANNANNNACCTTTTTTNNNNGAGGTGTG
NNTCGNNCNGNNANTNANNNNNNNTNNTTTTTANANNNNNGGGTTGCNTCGGTGGTCTGNNGAANCN
GNAGCGTNCATAGCGNNCNNCGTCNGGGNAAGACGGGTNGNNCNTCNNNNNAANNNTTTTGANNNN
NNNNTNGNNNGGNNAAAANNNNNTTTNNNNNNNANNNNANNCNNNGGNNNANGNNNNNNNNNNNN
NNNNNAAANNNNNTTGGNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNN
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CP533
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNTGAGGCCGATGATTGAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAGCAGA
GGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCCTCTCT
TCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGCTTTC
GTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGAGAC
CCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGCGGC
CCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGNGCGTTCAAAGATTCGATGAT
TCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCNAGAGATC
CGTTGCCNAAAGTTGNTTTTTTCNATTTAGACGANCGCATTANCNGTCGCTTCCATCATCAAAAAAATG
ANNTTTTGTCCTTNNNNNCCTAGTGNTCNAANNTGNTGNNAAGAANCGCCNANCCNNCTTTCNCCNNA
CGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTNNNACAGANCGACCGATGCAACCNNGTTATATAAAAANNN
NNGCTNNNNTTAGTNGGNNAGGNGCGAGCNNCNCCTCNNAAAAAAANGNTTTTCNTCNNNANGANNC
NNCCNCNNGNNNNCNNNNGNANNNGNGNNCCNNNNNNNNANNNNNCTNNNCTNNNNNNNNNNNNA
NCNGTNNNNNNNNNNNNNCNNNTNNNNNNNCNNNNNNNNNNNNNNNANCNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNANNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNTNNNNNNNNNGNNNGNNNANNNNNTTTTTNNNNNNNN
NNNNNNNNGNNNNGNNNNNNNNNNNNNNGNN

CP534
NNNNNNNNNGNNNNNNNNNNCTGANGNCGATGATTGAANAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAG
CAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCC
TCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGC
TTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGA
GACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGC
GGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAG
ATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAA
TGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAGA
CGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGT
AGCTCNNNTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCAGAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATCC
ATCCGCNNNNNNCCNNACGGNNN

CP535
NNNNNNNNNNNGNNNNNNNCNNCTGANNNNATGATTGAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAGC
AGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCCT
CTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGCT
TTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGA
GACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGC
GGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAG
ATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAA
TGATTTTTGTCCTTCCNATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGANCCGTCTTTCCCCAGA
CGCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGNGTTATATAAAAAAGGN
AGCTCNNNNTTAGTTGGNNAGGTGCGAGCCNCNCCTCNNAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATCC
NTCCGCNNGNNNNCCNACGGNN

CP536
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGANNNNATGAATTGAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAG
CAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGLCCC
TCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGC
TTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGA
GACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGC
GGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAG
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ATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAA
TGATTTTTGTCCTTCCNATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTNCCCAGA
CGCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGN
AGCTCNNNNTTAGTTGGACAGGNGCGAGCCACACCTCANAAAAAANNGNNTTTCNTCAAAANGATCC
NTCCGCAGGNCNCCNNNNGGNA

CP537
NNNNNNNNNNNNNNNNCNNNTGAGNNNATGATTGAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAGCAGA
GGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCCTCTCT
TCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGCTTTC
GTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGAGAC
CCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGCGGC
CCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGAT
TCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGATC
CGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAATGA
TTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAGACGC
TGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGTAGC
TCAGGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCATCNAANTGATCCNTC
CGCAGGTCNNCCTACGNANNNNN

CP538
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGANGNCGATGANTGAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAGCA
GAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCCTC
TCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGCTT
TCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGAG
ACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGCG
GCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATG
ATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGA
TCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAAT
GATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAGAC
GCTGNTCGCTATGAGCGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGTA
GCTCNNGTTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATCCA
TCCGCAGGTNNNCNNACGNNN

CP539
NNNNNNNNNNNNGGNNNNNNNCNNCTGAGGNCGANGANTGANNATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAA
AGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGC
CCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGA
GCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCA
GAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTC
GCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCG
ATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAG
AGATCCGTTGCCNAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAA
AATGATTTTTGNCCTTNCANTCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCNANCCGTCTTTNNNCA
NANGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCNNGTNNNATNAAAAA
NGNAGNTCNNGNTTAGTTGNNNAGGNGNGAGNCNCACCTCNNAAAAAAAAGGTTTTNNTCNNAANGN
NNCNTCCNNNNGNNCNCCTTNNGAANNNGGGNNNNNNNNNGANAACNTTNTTTTNNNNGTGNGNNN
GNNCNGNCNNNNANCCGNNCNNCNTNTNNN

CP540
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGAGGNCGATGATTGAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAGC
AGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCCT
CTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGCT
TTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGA
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GACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGC
GGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAG
ATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAA
TGATTTTTGTCCTTCCNATCCTAGTGNTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCNACCCGTCTTTNNNNNAC
GCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGNTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGAG
CTCNNNTTNNGTTGGNCAGGNGNGANCCNCACCTCNNAAAAAAANNNTTTTTCNNCNNNATGANNCN
TCCGNANGNNNNCNTNNNGNANNNGGGGNNNNNNNCNNNNNANCNNNNCNNNNNNNNNNNNTNNT
NNANCNGNNNNNNNANNCCNGNNNNNCCTNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNGNNNAANCANN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGNNNNNNCNNNNTTTNNANNTNNNNNNNNNNNN
NANNNNTTTTNNNNNNNNNANNNNNNNNN

CP541
NNNNNNNNNNNNNNNCNNNTCTGAGGNCGATGATTGAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAGCA
GAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCCTC
TCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGCTT
TCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGAG
ACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGCG
GCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATG
ATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAGA
TCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAAT
GATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCNNNNAC
GCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGTA
GCTCAGGNTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAATGATCCA
TCCGCAGGTCNNCCNNACGGNN

CP542
NNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNCTGNNNNCGANGNNTTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAA
GCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCC
CTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAG
CTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAG
AGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCG
CGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCANGGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCANTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGA
GATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTANACGACCGCNNTACCNGTCGCTTCCATNNNNAAAAA
AATGNNTTTTGTCCTTCCNNNCCTAGTGNTCAAAAGTGTTGGNAAGAANCGCCNANNCNNCTTTCCNC
ANACNNNNNTCGCTATGAGCGCTNCTGGNNTCNACAGACCNACCNATNCAACCNNNNTANATAANAG
AGGNNNNNNNNNNNNGTNGNNNNGGGGNNANNCNNAACTNANAAAAANAGGNANNGGGGGNNNNN
CNNNNNNNNNAAAANNNGGNNNNNNNNTTTTNNNNANANCNNNNNNNCNNNCNNGNNNNNCNAAN
NNNNANANNNNNNANNNANCNGNNNNGNGNNANANNNNNGNANNNNNNTTNNNNNNNNNNNTNNN
NNNNNNNNNGGGGNNGGNNNNAACNNNNTTTTNNNNNNNNGNNNGGNANGNNNNNNNNNNNTNNN
NTNNNNANNNAANNNTTGGNNNNGGNNNTNNNNNNNTNNNCNNNNNNNNTTGNNNNNNNCNNNTTN
GGNTNNNNNNNNNNANNNNNNNNNANNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNN

CP543
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCTGANGCCGATGANTTGAANATAAATCCCTTCCTCTGTGG
TTAAAGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTC
CCGCCCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAAC
TCGAGCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAAT
GGCAGAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACA
ATTCGCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGA
TTCGATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAAC
CAAGAGATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCA
AAAAAATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGNNAGAAGCGCCGACCCGTCTTTN
CCCAGANGCTGCTCGCTATGAANGCTACTGGTTNCGACAGACCGACCGATGCAACCGNGNTATATNNA
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AAAAGGNAGCTCNNGTTTAGTTGGACAGGTGCGAANCCACACCTCNNAAAAAAAAGGNTTTTTCATC
AAANNNATCCNNCCNNANGNTCCNCTTNNTGAAGGGGGGGGNNNNNNNNNTGANAAACCNN

CP544
NNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNCTGANGNCGATGATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAA
GCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCC
CTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAG
CTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAG
AGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCG
CGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGA
TGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGA
GATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAA
ATGATTTTTGTCCTTCCNATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGANCCGTCTTTCCCCNN
ACGCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGTTNCGACAGACCGACCNATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGG
TAGCTCAGGTTTAGTTGGACAGGNGCGAGCCACACCTCNNAAAAAAAANGGTTTTTCCTCNNNANNNT
NNNNNNAAAANNTCTTNTTTNNNNNGGGGGGNNNNGCNNGNNNNNNAANNNNGANCNNNCNNNNNN
NNANANNNNNNNNNNNNNNNNGNNNNGNNAANCNGNNNNNNNNTNTCNNNNNNCNCTGGGNAAAA
NNNNGNNNGNNNNNCNAANANNNTTTTNAANNNNNNAATGGNANNNANAAANNNNTTTNTTNNANN
AANNAAANNNNTNGNNANGNNNNNNNNNNANTNNNNAANNNNNNNNNNNNANCNGNNNNNGNNNN
NNCNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNTAAANNNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNCNNN

CP545
NNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNGNNNNNGANGNNNTGAANNANNAATCCCTTNNNNTGTGGTT
AAAGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCC
GCCCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTC
GAGCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGG
CAGAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAAT
TCGCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATT
CGATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCA
AGAGATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAA
AAAATGATTTTTGNCCTTCCNATCCTAGNGNTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCC
CNGACGCTNNNNGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGANCGACCGATGCAACCCGNGTTATATAAAA
AAGGNAGCTCANGTTTAGTNGGACAGGNGNNAGCCACACCTCNNAAAAAAAAGGTTTTTCATCAAAA
TGANCCATCCGCAGGTTCNCTACGNAA

CP546
NNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNCTGANGCCGATGATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAG
CAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGLCCC
TCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGC
TTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGA
GACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGC
GGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAG
ATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAA
TGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAGA
CGCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGTTTCGACAGANCGACCGANGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGN
AGCTCAGGNTTAGTTGGACANGNGCNAGCCNCACCTCANAAAAAAAANGNTTTTCNTCNNNANGANN
NNTCCGNANGNNCNNNTNNNGNANGGNGGGGNCNNTNNNNNNNANCNNNNNNNNNCTGANNNNNG
NTNNNNCNGNCNNCTANNNNGNNCTNNNNNNNNNANNNANNNCGNNGNNNNNNNGTCNNGNNNAA
CNGNAGCGNNNTNCNNGCNNNNNCNGGNNAAANNNGGNNGGNNCTCTANNANNNTTTNNANNNTNN
GNANGGNANGNNNNANNNNNTTTNNATGANGAANNNNNNNNNNAANNNNNNNNNNANNNNNNNNN
NNNNTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNANNNNNNNNNNTNNNN
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CP547
NNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNCTGAGGNCGATGATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAG
CAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCC
TCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGC
TTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGA
GACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGC
GGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAG
ATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAA
TGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAGA
CGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGN
AGCTCANGTTTAGTTGGACAGGTGCNAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGNTTTTCATCAAAATGANCC
ATCCGCAGGNTCACCTACGGAANGNNGGNNNNNTNNGANGAANAACCTTTTTTTNCNGAAGNGNNNN
TNGNANCTGGTNCAACTAACCNNNNNTACCTTTTTTATNTANNANNGTTGCNNCNNNNGNNNNNNCG
AAACNNNAGNGTTANNNNNNGCANGNTCNGNGNAAANANGGNNGNNCTTCTNNCNANNNTTTTGAA
CNCTNNNNNNGNNGGCAAAANTNNNTTTTTNGNNGNNGNAANNNNNNGTAANNNGGNNNNNNNNNN
AAAAANNACTTNNNNNNNGNNN

CP548
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGANGNCGATGATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAA
AGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGC
CCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGA
GCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCA
GAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTC
GCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCG
ATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAG
AGATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAA
AATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGNTCAAAAGTGNTGGTAAGAAGCGCCNACCCGNCTTTCCCCA
GACGCTGCTCGCTATGAGCGCTACTGGNTTCGACAGACCGANCGATGCANCCGTGTTATATAAAAAAG
GTAGCTCANGNTTAGTTGGACAGGTGCNANCCNCNCCTCANAAAAAAANGTTTTTCNTNNNNNTNNN
NCNNNNNNANNNNNNNNTTTTNNNNNGGGGGGGNNNNNNCNGNNAAANNNNNNTNNACNNNNNTGT
TNTATAANNNNGNNGNNTNNNNCGGNGNNNCCTNNNNNANANNNNCNNNNNNNNNNNNGCTCNGGN
NAAAACANGNANNGNNNCTNNNNNNNANCNTNNGNNNAAANNNNNGNNNGNNNNNNNAAANAANN
NNTTTTNANNNNTAAGNNNNNNANGNNANNNANNNNNTTTNTNNNNNAANNAAACNNNNGNNNNNG
NNNNNCNNNNNNNNTNANANNANNNNTTNNNNNANNNANNNNNNGNNNNNNCNNNNNNNAAANNA
NNNNNNNNNNNNNNANNTNNNNNNNNNNNNNANNNNNTCNCNNNANNTTNNNNNNNCNNNNNNNN
NNNNNNN

CP549
GNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCTGANGCCGATGATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAG
CAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGLCCC
TCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGC
TTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGA
GACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGC
GGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAG
ATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAA
TGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCGACCCGTCTTTCCCCAGA
CGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAAGGT
AGCTCNNNNTTAGTTGGACAGGTGCGAGCCACACCTCANAAAAAAAAGGTTTTTCNTCNAAATGATNC
NNTCCGNANGNTCNNNNNNNNAAANGNNNGGNTNNNNNNNNTGANAAACCTNNTNTTNTCNGANGT
GTGNNTNGANCNGNNNAANTAAANCNGNANNTNCNNNTNTTANNNNCNCGGTNGNNNNNNNGNNNN
NGAAANCAGNANNGTNNNNNNNNNNNCNNNTGGGAAANNNNNNTNNNNNTNNNANANNNTTTNNAN
NNNAGGANGNNNNGNNNAAANNNNNTTTTNNANNANGNANCNNCNGGNAANNNNGNNNNNNNANN
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NNAAAAANNNNTTNNGNNNNGNANNNNNGNNNNNCNNNNNNAANAANNNNNAANNNNNNNNANNN
NNGGNANNNNNNANNNNNNNNNNNNNANNNNTNNNNNCCNNNGGNNNNNGNANANN

CP550
NNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNCTGANGNCGATGANTGAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTAAAG
CAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCGCCC
TCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCGAGC
TTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGCAGA
GACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATTCGC
GGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAAGAG
ATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAAAAA
TGATTTTTGTCCTTCCNATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCNACCCGTCTTTCCCCAGA
NGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTTCGACNGANCGANCGANGCNACCGTGNTATATAAAAAAGG
NAGCTCANGNTNANTTGGANAGGNGNNANCCACNCCTCAAAAAAAAAAGGTNTTNCNNCNNNNNNA
NNNNNNNNAANNNNNTNNTTTTNNNNNGGNGGNNNNNNCNNNNNNANCNANNNNNNCTNNNNNNTN
NNNNAANCGGNNNNNTNNNCNGGNNNNNNNNNNNNANANNNCNNNNNGCNNNNNNNNTCNGNNAA
NNNGNNNNNNNNTNNNNNNNNCNNNNNGNGANANANGNNNNNNGNNNCNNNNNNNNTTTTTNNAN
NNNNGNANNGNNNNNNNAAANNNNNTNTNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNN
NNNNANNNNTTTNGNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNANNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNANNNNNNCCNCNNNNTTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

CP551
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGANNNNATGANTTGAANAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTA
AAGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCG
CCCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCG
AGCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGC
AGAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATT
CGCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTC
GATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAA
NANATCCNNTGCCAAAAGTTGTTTTTTCNNTTTAGACGACCGCNTTACCANNNGCTTCCATCATCAAA
AAAATGATTTTTTGTCCTNNCNNNCCTANNGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAANCGCCNACCCCGNCTTT
CCCCANACGCTGCTCGCTATGAACGCTACTGGTTNCNNNNGNANCGACNNANGCNNNNGTGNTATAT
NAAAAAGGNAGCTCAGGGTTAGTTGNACANGNNNNAAGCCNNNCCNCNNNAAAAAANGTTTTTTCNN
NNNNNNNNNNNNNNNAAANACCCTTTTTTTNNGAGGNGGGGGCNNNNNNNNNNNNAACCNNNNTNN
NCNNNNNNNTNNNNNNNAACCNGNCNANTNANNCNGGNNNNNCNNNANCAATAAACCTCNNTNGNN
TCNNNNNNNNNNCNAAANNNNNNNNNNNTNTCTNNNANNNNTNNNGAANNNNGGGNNNNNNNNNN
NAACNNNTTTTTTNANNNTNNGGANNNGNNNGGNAAANNNNNTTTTTTTAATNNNNNAAANNNNNGG
NNNNNGNGNNNNNTATTTNNNNANNNNNTTTNNNNNNNNNNNNNCTNNNNNNNNNNNNNNNNAANN
NNCNGNNNNNNN

CP552
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGANGNCGATGAATTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTTA
AAGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCCG
CCCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTCG
AGCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGGC
AGAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAATT
CGCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTC
GATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCAA
GAGATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCAGTCGCTTCCATCATCAAAA
AAATGATTTTTGTCCTTCCAATCCTAGTGTTCAAAAGTGTTGGTAAGAAGCGCCNACCCGTCTTTCCCC
AGACGCTGCTCGCTATGAACGCTNCTGGTTTCGACAGACCGACCGATGCAACCGTGTTATATAAAAAA
NGNAGCTCANGTTTAGTTGGACAGGNGCGANCCACACCTCANAAAAAAAANGNTTTTCNTCNNNATN
ANNCNNNNGAANGNNCNNNTTNNNNNNNGNGNGGNNNNNNNNNNNNNAACNANCNTNNNCNNNNN
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NNNNNNTNNAANNNNNGNNTAANNCNGNGCTNNNNNNNNNNNNANNNNNNNNCANNNNNCNNNNN
NNNAAACAGNNNGTNNTNNNNCNNCNNNTGNNAANNNGGNNNNNNNNNNNNNANNNTTNNANNNN

NGNNNNNNANGNNANANNNNNTTTNTNANNNNGNANNNNNNNNANNGNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NTNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNTNNNNAANANNNNAANNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNN

CP553
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCTGAGGCCGATGANTTGAAAAATAAATCCCTTCCTCTGTGGTT
AAAGCAGAGGCATGGGCGGGGTTCAGAAGCACGCCAAACAGCAGAAAAGTCGTTGCGTCCAGCTCCC
GCCCTCTCTTCGCCTCCGAAGTCCTGACATTATCAAAACCCGGCAGGGAAGCGAGGGCAAAAAAACTC
GAGCTTTCGTCCGTCTTTCCGCCTTCCAATGGATGCGCTAATGCATTTCGAGGGAGCCACGGTAAATGG
CAGAGACCCTCACTACCGATCCGCCAGCTCTTTCTCAACAAGAAAAAAAAGCTGTCGTTCGAAACAAT
TCGCGGCCCTCAAACAGGCATGCTCCCCAGATTAAATCTGCCGGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATT
CGATGATTCACTTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGGGAGAACCA
ANANATCCGTTGCCAAAAGTTGTTTTTTCAATTTAGACGACCGCATTACCANNCGCTTCCATCATCAAA
NANNNGATTTTTGTCCTTNCNATCCTAGTGTTCAAAAGNGTTGGTAANAAGCGCCNACCCGNCTTTCC
CCNNNNNCTGCTCGCNNTGANNNCTACTGGTTTCGACAGANCNACCGANGCANNNNNGTTNTATTAA
AAAGGTAGCTCNNGTTNANNNGGGACANNNNGCGAGCCNNNCCTCNNAAAAAANNNTTTTTCNTCNN
GNNNANCTTNNNNNNNNANCNNNNNNTTNANNGGGGGGGNNNGNNNNNNNNNANCCNTNNNNGNN
NNNNNNNNTGNNNNNANCNGNNNNNNNNNNCNGGNCTNNCNTATNNNNNANNNNNNGNTNGNNNG
GNCGGNNNGTGAAANNNGAGCGGNCNNTNNNNACCACNNCNNNNGANNACNGGTNGNGCTNNNAAN
CANNNTTTTAANNNAGNATGGGAAGNNAAAAANCNTTTTTTTNNTAANAAAACANCN
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Anexo A2. Matriz de distancias del analisis filogenético.

#mega

!Title: prueba;

!Format DataType=Distance DataFormat=LowerLeft NTaxa=47;

!Description
No. of Taxa : 47
Data File : C:\um-2009\secuencias\pruebas-ok\arreglo2\la2a3a-Um-Ext-2.meg
Data Title : prueba
Data Type : Nucleotide (Coding)
Analysis : Pairwise distance calculation
->Compute : Distances only
Include Sites
->Gaps/Missing Data : Pairwise Deletion
->Codon Positions : 1lst+2nd+3rd
Substitution Model
->Model : Nucleotide: Tamura-Nei
->Substitutions to Include : d: Transitions + Transversions
->Pattern among Lineages : Same (Homogeneous)
->Rates among sites : Uniform rates
No. of Sites : 841
d : Estimate

#CP436-Tel
#CP438-Esp-Pue-D
#CP439-Esp-Pue-D
#CP440-Esp-Pue-D
#CP441-Teh-Pue-D
#CP442-Teh-Pue-B
#CP443-Tep-Mor-B
#CP482-Hid-D
#CP483-Tol-Mex-D
#CP484-SDX-Tla-B
#CP485-SDX-Tla-B
#CP486-MiA-Mex-D
#CP487-SMC-Pue-B-1
#CP488-Cel-Gto-B
#CP489-Cel-Gto-B
#CP490-Cel-Gto-R
#CP533-BJR-Pue-B
#CP534-SMP-Pue-B
#CP536-SJA-Tla-B
#CP537-Tep-Pue-B
#CP538-Aca-Pue-B
#CP539-SPT-Pue-B
#CP540-SFO-Pue-B
#CP541-SFO-Pue-B
#CP542-Hua-Pue-Am
#CP543-Ixt-Mex-D
#CP544-Zar-Hgo-D
#CP545-Hua-Pue-B
#CP546-SMC-Pue-B-4
#CP547-SMC-Pue-Az-1
#CP548-SMC-Pue-B-1
#CP549-SMC-Pue-B-2
#CP550-SMC-Pue-B-1
#CP551-SMC-Pue-B-2
#CP552-SMC-Pue-B-1
#CP535-SGZ-Pue-B
#CP553-SMC-Pue-B-2
#Um-Alemania
#Um-Austria
#Um-Canada
#Um-Francia
#U.tritici-Canada
#U.bullata-Canada
#U.nuda-Canada
#U.scitaminea-Canada

G WNRFRPOWOWOJOOUPd WNEFOWOO®JOOUNPEWNREFEOWOWTJIOUId WNEFE O WOW-Jo U b WwN

BR RS DE D WWWWWWWWWWNNRNONNNNONRONNN R PR R R B R R e e
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[47]

[24)
[25]
[26]
(271
(28]
[29]
[30]
[311
[32]
[33]
[34]
[35]
[36]
[37]
[38]
[39]
[40]
[41]
[42]
[43]
[44]
[45]
[46]
[47]

0O OO OO0 0000000000000000000000000000000000 00

coococoocococococcoc00000000000

#S.sorghi-Francia
#P.caricina

00000
00586
00877
00141
00000
00141
00285
00000
00141
00141
00141
00000
00288
00715
00142
01425
00569
00580
01148
01147
00922
01058
01290
02523
01046
01174
00452
01176
00433
01339
00439
00756
02571
00587
00435
02841
00875
00823
01953
00728
14145
14637
15198
21319
23110
70687

24)

02806
02064
00143
00610
00143
00856
00436
00865
01645
03010
01455
00852
04251
02168
02654
03410
02147
16011
16497
17069
22637
23825
72508

00716
01142
00138
00000
00138
00277
00000
00137
00137
00137
00000
00280
00558
00139
01239
00415
00424
00980
01117
00599
00739
01118
02125
00870
01147
00439
01004
00423
01163
00429
00588
02351
00429
00282
02779
00854
00806
02201
00711
14663
15143
15698
21665
23327
72470

[25]

02674
02635
00740
02306
02470
02483
02466
01682
02781
02306
01980
02398
02848
01451
04404
02848
17054
17404
18051
22527
24023
67169

00436
00858
00716
00860
00870
00715
00858
00858
00858
00714
01014
01439
00858
01409
01300
01172
01159
01159
01218
01502
01305
02299
01621
01162
01051
01016
00573
00880
00145
01047
02377
01019
01174
02023
01328
01205
02862
01479
15618
15935
16691
22248
23393
71491

[26]

01918
02036
01931
01166
01646
01182
00149
02387
00292
01032
02835
01941
01630
03172
01949
14948
15441
16014
21472
22329
70232

00997
01000
01140
01300
01140
01139
01139
01139
01139
01010
01291
00855
00931
01575
01308
01449
02172
00608
00893
02181
02145
01330
01313
00899
01171
01008
00887
00290
00597
02222
00436
01312
02651
01773
00806
02866
01775
15235
15551
16304
22350
23025
69718

[27]

00750
00000
01006
00291
00725
01497
02844
01313
01021
03935
02228
02451
03612
02233
16036
16527
17107
22544
22427
72525

00138
00000
00279
00138
00000
00000
00000
00137
00140
00556
00000
01235
00415
00707
00838
01120
00748
01033
01262
02618
00869
01293
00146
01149
00280
01309
00284
00589
02353
00428
00566
02779
00855
00805
02197
00855
14663
14971
15698
21842
22799
71833

[28]

00746
00440
01058
00448
00455
01779
00297
00445
02744
01211
01251
02605
01213
14331
14833
15411
20739
20778
70442

00860
00291
00724
01490
.02522
01307
01022
03777
.01782
02446
03160
01936
.16250
16563
17325
22969
22692
72234

00279
00138
00000
00000
00000
00137
00140
00417
00000
01080
00276
00567
00700
01118
00598
00739
01121
02295
00870
01151
00146
01008
00281
01165
00285
00588
02197
00429
00425
02783
01000
00808
02353
00856
14686
15168
15723
21702
22583
71433

[30]

[ 8]

00277
00417
00416
00417
00277
00282
00281
00281
01572
00840
00284
00561
00420
00455
00895
00421
02317
00879
00575
00293
00432
00570
00729
00579
00594
02366
00433
00284
03139
01154
01232
02363
01009
15115
15599
16162
22463
22817
72376

00728
01499
02225
01468
01183
03470
01954
02244
03198
01805
15937
16438
17023
21505
22210
69457

[ 91

00137
00137
00137
00000
00140
00556
00138
01392
00553
00423
00977
00975
00900
01182
.01115
02456
01017
01286
.00439
01145
00421
01306
00428
.00737
02351
00573
00282
.02779
00853
00805
02194
00710
14616
15095
15647
21802
23494
72470

00889
02526
00724
00876
03109
01183
01212
.02555
01035

.15201

15694
16266
21398
21922
71005

[101

00000
00000
00137
00140
00556
00000
01390
00414
00706
00976
01257
00748
01032

.01397

02623
01015
01578
00293
01289
00280
01453
00284
00736
02346
00428
00565

.02775

00851
00803
02191
00851
14796
15103
15830
21942
23245
72013

33]

01433
00147
00598
03012
01677
01633

.02776

01526
15272
15779
16366
21917
22842
71152

[111

0.00000
0.00136
0.00140
0.00555
0.00000
0.01388
0.00413
0.00706
0.00974
0.01255
0.00747
0.01030
0.01396
0.02623
0.01014
0.01576
0.00292
0.01289
0.00280
0.01451
0.00284
0.00735
0.02346
0.00428
0.00565
0.02775
0.00993
0.00803
0.02336
0.00850
0.14773
0.15251
0.15805
0.21942
0.23206
0.72013

(341

0.01888
0.01744
0.02107
0.03246
0.01665
0.04772
0.03252
0.18028
0.18373
0.19221
0.25073
0.24410
0.68775
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(121

0.00137
0.00140
0.00556
0.00000
0.01390
0.00414
0.00706
0.00976
0.01257
0.00748
0.01032
0.01397
0.02623
0.01015
0.01578
0.00293
0.01289
0.00280
0.01453
0.00284
0.00736
0.02346
0.00428
0.00565
0.02775
0.00851
0.00803
0.02191
0.00851
0.14796
0.15103
0.15830
0.21942
0.23245
0.72013

[35]

0.00439
0.03124
0.01185
0.01417
0.02250
0.01187
0.14663
0.14977
0.15721
0.22159
0.22535
0.70672

[131

0.00280
0.00695
0.00138
0.01546
0.00552
0.00564
0.01116
0.01114
0.00899
0.01180
0.01254
0.02452
0.01162
0.01429
0.00439
0.01144
0.00421
0.01304
0.00427
0.00884
0.02506
0.00572
0.00423
0.02775
0.00851
0.00803
0.02188
0.00708
0.14593
0.15071
0.15622
0.21724
0.23413
0.72649

[36]

0.02846
0.01319
0.01428
0.02701
0.01171
0.15022
0.15515
0.16085
0.21961
0.22240
0.70891

[14]

0.00140
0.00140
0.01407
0.00562
0.00430
0.00706
0.00848
0.00301
0.00593
0.00851
0.02467
0.00582
0.00867
0.00147
0.00867
0.00284
0.01024
0.00431
0.00295
0.02208
0.00144
0.00429
0.02974
0.01016
0.01023
0.02515
0.01017
0.14966
0.15452
0.16013
0.21861
0.21913
0.71038

[37]

0.03347
0.00808
0.04884
0.03352
0.17983
0.18326
0.19161
0.23564
0.26097
0.64828

[1s1

0.00555
0.01863
0.00840
0.00570
0.00703
0.00702
0.00748
0.01033
0.00703
0.02622
0.01160
0.00858
0.00146
0.00859
0.00704
0.01014
0.00714
0.00736
0.02194
0.00572
0.00427
0.03422
0.01443
0.01624
0.02794
0.01445
0.15167
0.15648
0.16206
0.22456
0.22417
0.71433

(38]

0.00000
0.01265
0.00785
0.15126
0.15288
0.16213
0.22314
0.24498
0.78542

[16]

01233
00417
00712
00842
01126
00747
01032
01268
02623
00869
01289
00146
01147
00280
01307
00284
00588
02349
00428
00569
02779
00858
00805
02343
00860
14796
15276
15830
22021
22343
71833

(391

01595
00536
09749
10205
10919
17713
20507
61202

[171

01394
01727
01879
02042
01428
01259
02355
02387
01098
02029
01123
02197
01239
01728
01082
01264
02340
01717
01722
02818
02400
02057
03907
02241
15378
15909
16501
20425
22640
66024

[(40]

01266
15516
15679
16610
23413
23397
79168

(181

0.00994
0.01266
0.01686
0.00450
0.00590
0.01693
0.02802
0.00870
0.01738
0.00588
0.01594
0.00707
0.01759
0.00716
0.00442
0.02526
0.00718
0.00710
0.03109
0.01436
0.01419
0.02810
0.01292
0.15082
0.15566
0.16126
0.21963
0.22896
0.70817

[41]

14768
15285
15849
22091
25571
78263

coococoo

(191

0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0.
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

.00705
.00847
.00911
.01193
.00988
.02641
.01029
.01019
.00446
.01164
.00865
.01033
00874
.00747
.01892
.00582
.00000
.03465
.01317
.01628
.02697
.01598
.15567
.15883
.16637

.21873

.23654
.71576

[42]

00426
01287
21636
23217
72087

[20]

0.00277
0.01058
0.01490
0.00415
0.02983
0.01463
0.00573
0.00589
0.00574
0.00426
0.00726
0.00574
0.01039
0.02669
0.00866
0.00709
0.03928
0.02026
0.02252
0.03255
0.02005
0.15994
0.16480
0.17050
0.22609
0.23078
0.71833

[43]

0.01716
0.22141

(211

0.01520
0.01947
0.00000
0.02811
0.01911
0.00143
0.00590
0.00143
0.00712
0.00436
0.00720
0.01642
0.03014
0.01451
0.00708
0.04089
0.02019
0.02456
0.03254
0.01864
0.15641
0.16126
0.16694
0.21971
0.23534
0.71838

[44]

0.22999

0.00000
0.01517
0.01683
0.00452
0.01370
0.00309
0.01370
0.01053
0.01380
0.01053
0.00000
0.01953
0.00150
0.00757
0.02897
0.01709
0.01850
0.02831
0.01555
0.14432
0.14944
0.15533
0.20794
0.20760
0.68565

[45]

0.23931 0.24345 0.17688
0.72571 0.70101 0.74582 0.76373

01790
02006
00297
01643
00610
01799
01336
01805
01340
00150
01932
00442
00899
03174
01985
02037
03090
01834
15098
15602
16189
21586
21418
67601

[46]



ANEXO B

DATOS DE LAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE LOS ESPECIMENES DE
HUITLACOCHE RECOLECTADO
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Anexo B1. Formato de las caracteristicas fenotipicas de los especimenes de huitlacoche recolectado.

Clave

Codigo CP

Fecha de recoleccion

Procedencia: Estado
Localidad

Forma del especimen

Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo

Longitud de mazorca (cm)

Diémetro de mazorca (cm)

Peso de mazorca ()

Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas

Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas

indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%; 3: 51 - 75%:; 4: 76 -
100%

Tamario de agallas:

% de agallas pequerias (1- 2 cm)

% de agallas medianas (2.1 — 4
cm)

% de agallas grandes (> 4 cm).

Peso de agallas(g)

AGALLA SELECCIONADA

Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B).

Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos).
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Anexo B2. Registros de los datos de las caracteristicas fenotipicas de los especimenes de huitlacoche recolectado.

Clave um27 Um28 Um29 Um30 Um31
Cddigo CP CP-438 CP-439 CP-440 CP-441
Fecha de recoleccion 18/07/2008 18/07/2008 18/07/2008 18/07/2008 18/07/2008
Procedencia: Estado Puebla Puebla Puebla Puebla Puebla
Localidad Esperanza |Esperanza Esperanza Tehuacan | Tehuacén
Forma del espécimen Mazorca Mazorca, formando | Mazorca, formando Mazorca Mazorca, formando
una agalla una agalla una agalla
Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R:rojo D D D D D
Longitud de mazorca (cm) 8.2 7 6 135 8
Didmetro de mazorca (cm) 10 8 6 11.3 6
Peso de mazorca (g) 48 11 9 54 9
Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas B N N B N
Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas D B B B B
Indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 -
100% 100 100 100 100 100
Tamafio de agallas:
% de agallas pequefias (1-2cm) |40 45
% de agallas medianas (2.1 — 4
cm) 60 55
% de agallas grandes (> 4 cm).
Peso de agallas(g) 29 31
AGALLA SELECCIONADA
Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B). D B B F B
Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos). M A A M A
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Clave Um37 Um38 Um39 Um40 Um4l
Cddigo CP CP533 CP534
Fecha de recoleccion 08/09/2008 09/09/2008 09/09/2008 15/09/2008 19/09/2008
Procedencia: Estado Edo.de México Puebla Puebla Puebla Puebla
Localidad Hongos de México Sn Felix, Hidalgo Sta Ma Techachalco | Benito Juarez Sn Miguel Papaxtla,
Atlixco Cd. Serdan de Reyes, Tepeaca | Cholula
Forma del espécimen Agallas Mazorca Agallas Mazorca Agallas
Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R:rojo |B B B
Longitud de mazorca (cm) 20 6,8 13
Didmetro de mazorca (cm) 21 56 40
Peso de mazorca (g) 350 218 3545 288
Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas B G G N G
Textura de agallas (mayoria):
D: duras, F: firmes, B: blandas | D B B B F
indice de severidad: 1: 1-25%;
2: 26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76
- 100% 50 100
Tamafio de agallas:
% de agallas pequefias (1- 2
cm) 95 10 20 10
% de agallas medianas (2.1 —
4 cm) 5 20 80 20 86
% de agallas grandes (> 4
cm). 70 70 14
Peso de agallas(g) 150 113 55 258 78
AGALLA SELECCIONADA
Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B). F F B B F
Cantidad de teliosporas: E:
escasas (la mayor parte con
tejido blanco); M: media (pocas
partes blancas); A: Abundantes
(sin tejidos blancos). E A A A E
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Clave Um42 Um43 Um44 Um45 Um46
Cddigo CP CP535 CP536 CP537 CP538

Fecha de recoleccion 19/09/2008 22/09/2008 22/09/2008 23/09/2008 23/09/2008
Procedencia: Estado Puebla Tlaxcala Puebla Puebla Puebla
Localidad Sn Gregorio Sn José Tepeaca Acatzingo Actipan de Morelos

Zaxcapexpan, Cholula | Atoyatenco

Forma del espécimen Mazorca Agallas Mazorca Mazorca Mazorca
Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R:rojo |B B B B
Longitud de mazorca (cm) 17 16 17 13.5
Didmetro de mazorca (cm) 21 18 17 20
Peso de mazorca (g) 234 125 176 194 250
Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas G G G G G
Textura de agallas (mayoria):

D: duras, F: firmes, B: blandas | F F F F F

indice de severidad: 1: 1-25%;
2: 26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76
- 100% 55 85 30 60
Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1- 2
cm) 8 10 29 15

% de agallas medianas (2.1 —
4 cm) 10 90 80 70 65

% de agallas grandes (> 4
cm). 90 2 10 1 20
Peso de agallas(g) 164 125 106 86 182
AGALLA SELECCIONADA
Textura: Dura (D), Firme (F),

Blanda (B). B F F F F
Cantidad de teliosporas: E:
escasas (la mayor parte con
tejido blanco); M: media (pocas
partes blancas); A: Abundantes
(sin tejidos blancos). A A A A A
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Clave um47 Um48 Um49 Um50 Um51
Cddigo CP CP539

Fecha de recoleccion 23/09/2008 | 24/09/2008 | 26/09/2008 26/09/2008 | 26/09/2008
Procedencia: Estado Puebla Puebla Puebla Puebla Puebla
Localidad Altepexi, Sn Jer6nimo | San Pedro Izlcar de Coyula,

Tehuacan Tecuanipa | Teyuca Matamoros Atlixco

Forma del espécimen Mazorca Mazorca Mazorca Mazorca Mazorca
Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo B B B B R
Longitud de mazorca (cm) 16 15 15 9 155
Didmetro de mazorca (cm) 16 20 22 17 23
Peso de mazorca (g) 124 176 228 92 266
Color de agallas (mayoria): N: |G, parte
negras; G: grises-platinadas; B: |inferior casi
blancas-verdosas balncas G G G G
Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas F F F F F
indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 -
100% 80 45 75 25 90
Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1-2cm) |80 25

% de agallas medianas (2.1 — 4
cm) 20 67 25 50 90

% de agallas grandes (> 4 cm). 33 50 50 10
Peso de agallas(g) 56 114 178 44 212
AGALLA SELECCIONADA Todas
Textura: Dura (D), Firme (F),

Blanda (B). F,D F F F F
Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);

M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos). M A A A A
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Clave Umb52 Um53 Um54 Um55 Umb56 Um57
Cadigo CP CP540 CP541 CP542
Fecha de recoleccion 29/09/2008 02/10/2008 02/10/2008 04/10/2008 04/10/2008 04/10/2008
Procedencia: Estado Puebla Puebla Puebla Puebla Puebla Puebla
Localidad San Salvador San Felipe San Felipe Huaquechula Huaquechula Huaquechula
Huixcolotla Otlaltepec, T.R | Otlaltepec,T.R.
Forma del espécimen Mazorca Mazorca Mazorca Mazorca Mazorcaen 2 |Mazorca
partes
Variedad de maiz: B: blanco, Am:amarillo,
Az: azul, R:rojo B B B Am B B
Longitud de mazorca (cm) 14 15 18 9 9.5, 16 12
Didmetro de mazorca (cm) 24 41 42 10 12,13 22
Peso de mazorca (g) 236 312 378 38 80, 104 144
Color de agallas (mayoria): N: negras; G:
grises-platinadas; B: blancas-verdosas G G/N N B B N
Textura de agallas (mayoria): D: duras, F:
firmes, B: blandas F F B D D B
indice de severidad: 1: 1-25%; 2: 26 -
50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 - 100% 99 98 99 90 100 90
Tamafio de agallas:
% de agallas pequefias (1- 2 cm) 20 25 60 0, 50 10
% de agallas medianas (2.1 — 4 cm) 60 74 40 0,25 90
% de agallas grandes (> 4 cm). 20 1 100, 25
Peso de agallas(g) 172 268 328 36 40, 68 122
AGALLA SELECCIONADA
Textura: Dura (D), Firme (F), Blanda (B). |F F F D D B
Cantidad de teliosporas: E: escasas (la
mayor parte con tejido blanco); M: media
(pocas partes blancas); A: Abundantes (sin
tejidos blancos). A A A E M A
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Clave Um 58a Um58b Um58c Um59 Ume60 Um61
58-4 58-6 58-7

Codigo CP

Fecha de recoleccion 06/10/2008 06/10/2008 06/10/2008

Procedencia: Estado Edo. de México Edo. de México | Pueblao

Localidad Tlalomulco, Toluca | Toluca Guanajuato?

Forma del espécimen Mazorca Agallas Mazorca

Variedad de maiz: B: blanco,

Am:amarillo, Az: azul, R: rojo D D B

Longitud de mazorca (cm) 8 9 9 9 12.5

Didmetro de mazorca (cm) 11 13 6 18 19.5

Peso de mazorca (g) 14.8 22.3 15.4 80 158

Color de agallas (mayoria): N:

negras; G: grises-platinadas; B:

blancas-verdosas V V N/V G/N G G

Textura de agallas (mayoria): D:

duras, F: firmes, B: blandas D D D B F F

indice de severidad: 1: 1-25%; 2:

26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 -

100% 30 40 10 99

Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1- 2 cm) |50 50 50 20

% de agallas medianas (2.1 — 4

cm) 50 50 50 40 50 80

% de agallas grandes (> 4 cm). 60 50

Peso de agallas(g) 5.3 4.7 1.8 78 84

AGALLA SELECCIONADA

Textura: Dura (D), Firme (F),

Blanda (B). D D D F F F

Cantidad de teliosporas: E: escasas

(la mayor parte con tejido blanco);

M: media (pocas partes blancas);

A: Abundantes (sin  tejidos

blancos). E E E A A A
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Clave Um62 Um63 Uumo64 Ume65 Um66
Cddigo CP CP-482 CP-543 CP-483 CP-484 y CP-485 CP-544
Fecha de recoleccion 06/10/2008 06/10/2008 06/10/2008 10/10/2008 13/10/2008
Procedencia: Estado Hidalgo Edo.de México Edo.de México Tlaxcala Hidalgo
Localidad Toluca Ixtahuaca | Toluca, Ixtlahuaca | Sn.Diego, Xocoyucan | Zaragoza
Forma del espécimen Agallas Agallas Agallas 2 Mazorcas Agallas
Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo D D D B (Hibrido: HS2) D
Longitud de mazorca (cm) 16,18.5
Didmetro de mazorca (cm) 23,26
Peso de mazorca (g) 224,140
Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas G G G N,N G
Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas F F F B F
Indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4. 76 -
100% 100,40
Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1- 2 cm) 50,0 50

% de agallas medianas (2.1 — 4
cm) 20 10 80 50,20 50

% de agallas grandes (> 4 cm). 80 90 20 0,80

profundidad de 5y 6
cm

Peso de agallas(g) 216,56
AGALLA SELECCIONADA
Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B). F F F F,F F
Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos). A A A AA A
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Clave ume67 Ume68 Ume69 Um70 Uum71
ab,c a,b
Cddigo CP CP-486 SC, CP-545
Fecha de recoleccion 13/10/2008 13/10/2008 13/10/2008 13/10/2008 13/10/2008
Edo. de
Procedencia: Estado Mex. Puebla Puebla Puebla Puebla
Localidad Milpa Alta Huaguechula Huaguechula Zacapoaxtla Zacapoaxtla
Forma del espécimen Agallas 3 mazorcas 2 mazorcas Mazorca Mazorca
Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo D Am B B B
Longitud de mazorca (cm) 28,22,19 12,11 10,10
Didmetro de mazorca (cm) 24,20,21 14,28 21 19
Peso de mazorca (g) 434,236,104 160, 158 122 62
Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas G G, G/N, G G/N, N N G
Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas F F.F.F F,B B F
indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 -
100% 25,25,10 25,80 99 90
Tamafio de agallas:
% de agallas pequefias (1-2cm) | 100 100,20,0 0,0 20
% de agallas medianas (2.1 — 4
cm) 0, 80, 100 80,30 80 25
% de agallas grandes (> 4 cm). 0,0,0 20,70 75
Peso de agallas(g) 162,126,50 136, 150 110 52
AGALLA SELECCIONADA
Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B). F F,F.F F,B F F
Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos). A AAA AA A A
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Clave um72 Uum73 Um74 um75 um76
Cddigo CP CP546 CP547 CP548 CP549
Fecha de recoleccion 13/10/2008 15/10/2008 15/10/2008 15/10/2008 15/10/2008
Procedencia: Estado Puebla Puebla Puebla Puebla Puebla
Localidad Azumiatla | San Mateo San Mateo San Mateo San Mateo
Capultitlan, Hjtz. Capultitlan, Hjtz. Capultitlan, Hjtz. Capultitlan, Hjtz.
Forma del espécimen Mazorca Mazorca Mazorca Mazorca medio fresca | Mazorca seca
Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo B B-cremoso Az B-cremoso B-cremoso
Longitud de mazorca (cm) 10 17 8 15 16
Didmetro de mazorca (cm) 19 22 12
Peso de mazorca (g) 155 172 184
Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas N/G N/G G
Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas F/B F/B F
Indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 -
100% 97 80 10 20 30
Tamafio de agallas:
% de agallas pequefias (1-2cm) |10 5 50
% de agallas medianas (2.1 — 4
cm) 50 85 50
% de agallas grandes (> 4 cm). 40 10
Peso de agallas(g) 145 128 50
AGALLA SELECCIONADA
Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B). F F F
Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos). A A A
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Clave Um77 Um78 Um79 Um80 Um81
Cadigo CP CP550 CP551

Fecha de recoleccién 15/10/2008 15/10/2008 15/10/2008 15/10/2008 15/10/2008
Procedencia: Estado Puebla Puebla Puebla Puebla Puebla
Localidad San Mateo San Mateo San Mateo San Mateo San Mateo

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Forma del espécimen

Mazorca seca

Mazorca seca

Mazorca seca

Mazorca seca

Mazorca seca

Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo

B-cremoso
(Ochentefio)

Az-intenso

B-cacahuacintle

B-cremoso

B-cremoso

Longitud de mazorca (cm)

16

11

19

12

15

Diametro de mazorca (cm)

Peso de mazorca ()

Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas

Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas

indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%:; 3: 51 - 75%:; 4: 76 -
100%

25

40

60

35

20

Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1- 2 cm)

% de agallas medianas (2.1 — 4
cm)

% de agallas grandes (> 4 cm).
Peso de agallas(g)

AGALLA SELECCIONADA

Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B).

Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos).
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Clave Uma82 Um83 Um84 Um85 Um86
Cadigo CP CP552

Fecha de recoleccién 15/10/2008 15/10/2008 15/10/2008 15/10/2008 15/10/2008
Procedencia: Estado Puebla Puebla Puebla Puebla Puebla
Localidad San Mateo San Mateo San Mateo San Mateo San Mateo

Forma del espécimen

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Mazorca seca

Mazorca seca

Mazorca seca

Mazorca seca

Mazorca seca

B-cremoso
(Ochentefio) Az-intenso B-cacahuacintle B-cremoso B-cremoso
Variedad de maiz: B: blanco, | B-cremoso
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo (Ochenteno) Az-intenso B-cacahuacintle B-cremoso B-cremoso
Longitud de mazorca (cm) 16 11 19 12 15
Didmetro de mazorca (cm)
Peso de mazorca (g)
Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas
Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas
indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 -
100% 25 40 60 35 20

Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1- 2 cm)

% de agallas medianas (2.1 — 4
cm)

% de agallas grandes (> 4 cm).
Peso de agallas(g)

AGALLA SELECCIONADA

Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B).

Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos).
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Clave Um87 Uma88 Um89 Um9o Um9l
Cadigo CP CP-553 CP-487

Fecha de recoleccién 18/10/2008 18/10/2008 18/10/2008 18/10/2008 18/10/2008
Procedencia: Estado Puebla Puebla Puebla Puebla Puebla
Localidad San Mateo San Mateo San Mateo San Mateo San Mateo

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Forma del espécimen

Marzoeca seca

Marzoeca seca

Marzoeca seca

Marzoeca seca

Marzoeca seca

Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo

B-cacahuacintle

B-cacahuacintle

D

B-cremoso

B-cremoso

Longitud de mazorca (cm)

14

17

15

15

16

Diametro de mazorca (cm)

Peso de mazorca (g)

Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas

Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas

indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%:; 3: 51 - 75%:; 4: 76 -
100%

40

40

30

25

70

Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1- 2 cm)

% de agallas medianas (2.1 — 4
cm)

% de agallas grandes (> 4 cm).
Peso de agallas(g)

AGALLA SELECCIONADA

Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B).

Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos).
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Clave Um92 Um93 Um94 Um95 Um96
Cadigo CP

Fecha de recoleccién 18/10/2008 18/10/2008 18/10/2008 18/10/2008 18/10/2008
Procedencia: Estado Puebla Puebla Querétaro Querétaro Querétaro
Localidad San Mateo San Mateo La Solana, Sta. |La Solana, Sta. |La Solana, Sta.

Capultitlan, Hjtz.

Capultitlan, Hjtz.

Rosa Jauregui

Rosa Jauregui

Rosa Jauregui

Forma del espécimen Mazorca seca Mazorca seca Mazorca Mazorca Mazorca
Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo B-cremoso B-cremoso B ByR R
Longitud de mazorca (cm) 13 12 15 15 12
Didmetro de mazorca (cm) 25 20 17
Peso de mazorca (g) 218 146 88
Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas G G G
Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas F F F
Indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 -
100% 20 30 50 25 95
Tamafio de agallas:
% de agallas pequefias (1- 2 cm) 70 30
% de agallas medianas (2.1 — 4
cm) 30 66 70
% de agallas grandes (> 4 cm). 34
Peso de agallas(g) 168 68 76
AGALLA SELECCIONADA
Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B). F F F
Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos). A A A
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Clave Um97 Um98 Um99 Um100 Um101

Cadigo CP

Fecha de recoleccién 31/10/2008 | 31/10/2008 31/10/2008 31/10/2008 31/10/2008

Procedencia: Estado Edo.de Mex. | Edo.de Mex. | Edo.de Mex. Edo.de Mex. | Edo.de Mex.

Localidad Temac, Temac, Temac, Temac, Temac,
Texcoco Texcoco Texcoco Texcoco Texcoco

(Montecillos)

(Montecillos)

(Montecillos)

(Montecillos)

(Montecillos)

Tallo,

Forma del espécimen agallas Agallas Agallas Agallas Agallas
secas secas secas secas secas

Variedad de maiz: B: blanco, Am:amarillo, Az: B (HS-2)

azul, R:rojo B (Jala) B (Jala) B (H48) Am (linea x)

Longitud de mazorca (cm) 19 15 9 12

Diametro de mazorca (cm)

Peso de mazorca ()

Color de agallas (mayoria): N: negras; G: grises-

platinadas; B: blancas-verdosas

Textura de agallas (mayoria): D: duras, F: firmes,

B: blandas

indice de severidad: 1: 1-25%; 2: 26 - 50%; 3: 51

- 75%; 4: 76 - 100% 100 75 100 50 50

Tamafio de agallas:
% de agallas pequefias (1- 2 cm)
% de agallas medianas (2.1 — 4 cm)
% de agallas grandes (> 4 cm).
Peso de agallas(g)

AGALLA SELECCIONADA
Textura: Dura (D), Firme (F), Blanda (B).

Cantidad de teliosporas: E: escasas (la mayor
parte con tejido blanco); M: media (pocas partes
blancas); A: Abundantes (sin tejidos blancos).
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Clave Um102 Um103 Um104 Um105 Um106
Cddigo CP CP-488 CP-489
Fecha de recoleccion 31/10/2008 31/10/2008 03/11/2008 03/11/2008 03/11/2008
Procedencia: Estado Edo.de Mex. Edo.de Mex. | Guanajuato Guanajuato Guanajuato
Localidad Temac, Temac, Celaya Celaya Celaya
Texcoco Texcoco INIFAP-Bajio INIFAP-Bajio | INIFAP-Bajio

(Montecillos)

(Montecillos)

Forma del espécimen

Agallas secas

Agallas secas

Tallo, agallas s.

Agallas secas

Agallas secas

Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R:rojo

B (HS-2)
(lineay)

B

B

B

B

Longitud de mazorca (cm)

14

18

Didmetro de mazorca (cm)

Peso de mazorca ()

Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas

Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas

indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%:; 3: 51 - 75%:; 4: 76 -
100%

50

25

100

100

100

Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1- 2 cm)

% de agallas medianas (2.1 — 4
cm)

% de agallas grandes (> 4 cm).
Peso de agallas(g)

AGALLA SELECCIONADA

Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B).

Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos).
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Clave Um107 Um108 Um109 Um110 Umi1l

Cddigo CP CP-490

Fecha de recoleccion 03/11/2008 03/11/2008 03/11/2008 03/11/2008 03/11/2008

Procedencia: Estado Guanajuato Guanajuato Guanajuato Guanajuato Guanajuato

Localidad Celaya Celaya Celaya Celaya Celaya
INIFAP-Bajio INIFAP-Bajio | INIFAP-Bajio INIFAP-Bajio INIFAP-Bajio

Forma del espécimen Agallas secas | Tallo Agallas secas | Agallas secas | Agallas secas

Variedad de maiz: B: blanco,

Am:amarillo, Az: azul, R: rojo B B R AzRAmM Az

Longitud de mazorca (cm)

Didmetro de mazorca (cm)

Peso de mazorca ()

Color de agallas (mayoria): N:

negras; G: grises-platinadas; B:

blancas-verdosas

Textura de agallas (mayoria): D:

duras, F: firmes, B: blandas

Indice de severidad: 1: 1-25%; 2:

26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 -

100% 5 100 100 100 100

Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1- 2 cm)

% de agallas medianas (2.1 — 4
cm)

% de agallas grandes (> 4 cm).
Peso de agallas(g)

AGALLA SELECCIONADA

Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B).

Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos).
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Clave Um1l12 Um113 Um1ll4 Um115 Um116

Cadigo CP

Fecha de recoleccion 03/11/2008 03/11/2008 03/11/2008 03/11/2008 03/11/2008

Procedencia: Estado Guanajuato Guanajuato Guanajuato Guanajuato Guanajuato

Localidad Celaya Celaya Celaya Celaya Celaya
INIFAP-Bajio | INIFAP-Bajio | INIFAP-Bajio INIFAP-Bajio INIFAP-Bajio

Forma del espécimen

Agallas secas

Agallas secas

Tallo, agallas s

Espiga, agallas s.

Agallas secas

Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo

AzR

AzR

B

Az

B

Longitud de mazorca (cm)

Diametro de mazorca (cm)

Peso de mazorca ()

Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas

Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas

indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%:; 3: 51 - 75%:; 4: 76 -
100%

15

100

100

100

100

Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1- 2 cm)

% de agallas medianas (2.1 — 4
cm)

% de agallas grandes (> 4 cm).
Peso de agallas(g)

AGALLA SELECCIONADA

Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B).

Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos).
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Clave Um117 Um118 Um119 Um120 Umi21

Codigo CP

Fecha de recoleccion 03/11/2008 03/11/2008 03/11/2008 03/11/2008 03/11/2008

Procedencia: Estado Guanajuato Guanajuato Guanajuato Guanajuato Guanajuato

Localidad Celaya Celaya Celaya Celaya Celaya
INIFAP-Bajio INIFAP-Bajio | INIFAP-Bajio INIFAP-Bajio INIFAP-Bajio

Forma del espécimen

Agallas secas

Agallas secas

Agallas secas

Agallas secas

Agallas secas

Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R:rojo

AzRB

AzR

Am

B

B

Longitud de mazorca (cm)

Didmetro de mazorca (cm)

Peso de mazorca (g)

Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas

Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas

indice de severidad: 1; 1-25%; 2:
26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 -
100%

100

100

10

100

100

Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1- 2 cm)

% de agallas medianas (2.1 — 4
cm)

% de agallas grandes (> 4 cm).
Peso de agallas(g)

AGALLA SELECCIONADA

Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B).

Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos).
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Clave Um122 Um123 Umi24 Um125 Um126

Cadigo CP

Fecha de recoleccion 03/11/2008 03/11/2008 31/10/2008 03/11/2008 18/11/2008

Procedencia: Estado Guanajuato Guanajuato Edo.de Mex. Puebla Edo.de Mex.

Localidad Celaya Celaya Temac, Chietla Temac,
INIFAP-Bajio INIFAP-Bajio Texcoco Texcoco

(Montecillos)

(Montecillos)

Forma del especimen

Tallo, agallas s.

Agallas secas

Agallas secas

Mazorca seca

Mazorca seca

Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo

B

B

B

B

B

Longitud de mazorca (cm)

Diametro de mazorca (cm)

Peso de mazorca (@)

Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas

Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas

indice de severidad: 1; 1-25%; 2:
26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 -
100%

100

100

80

100

50

Tamafio de agallas:

% de agallas pequefias (1- 2 cm)

% de agallas medianas (2.1 — 4
cm)

% de agallas grandes (> 4 cm).
Peso de agallas(g)

AGALLA SELECCIONADA

Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B).

Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos).
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Clave Um127 Um128 Um129 Um130 Uml131

Codigo CP

Fecha de recoleccién 18/11/2008 18/11/2008 20/11/2008 20/11/2008 29/12/2008

Procedencia: Estado Edo.de Mex. Edo.de Mex. Puebla Puebla Chiapas

Localidad Temac, Temac, Libres Libres San Cristobal
Texcoco Texcoco de las Casas

(Montecillos)

(Montecillos)

Forma del espécimen

Mazorca seca

Mazorca deteriorada

Tallo (tierra)

Tallo (tierra)

Mazorca deteriorada

Variedad de maiz: B: blanco,
Am:amarillo, Az: azul, R: rojo Am B B
Longitud de mazorca (cm) 8 19 18
Didmetro de mazorca (cm) 174
Peso de mazorca (g) 325
Color de agallas (mayoria): N:
negras; G: grises-platinadas; B:
blancas-verdosas N
Textura de agallas (mayoria): D:
duras, F: firmes, B: blandas B
Indice de severidad: 1: 1-25%; 2:
26 - 50%; 3: 51 - 75%; 4: 76 -
100% 100 50 75
Tamafio de agallas:
% de agallas pequefias (1- 2 cm) 45
% de agallas medianas (2.1 — 4
cm) 50
% de agallas grandes (> 4 cm). 5
Peso de agallas(g) 160
AGALLA SELECCIONADA
Textura: Dura (D), Firme (F),
Blanda (B). B
Cantidad de teliosporas: E: escasas
(la mayor parte con tejido blanco);
M: media (pocas partes blancas); A:
Abundantes (sin tejidos blancos). A
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Anexo B3. Fotografias de mazorcas de huitlacoche recolectadas en el centro de México.
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