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PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS AGALLAS DE
HUITLACOCHE (USTILAGO MAYDIS) COMERCIALIZADO EN LA

REGION CENTRAL DE MEXICO
Luz Noyola Méndez, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2018
El huitlacoche (Ustilago maydis) es un hongo de gran importancia historica, cultural,

nutricional y funcional en nuestro pais. El objetivo del presente estudio fue determinar
las propiedades funcionales de las agallas de U. maydis, basada en las seis etapas de
la infeccion del hongo en el elote de maiz, en su comercializacién, consumo y
bioquimica. Se realiz6 una encuesta con el fin de conocer los lugares de venta de
huitlacoche en mercados y supermercados de la ciudad de Puebla y en un mercado
de la ciudad de Tlaxcala. Se aplicaron encuestas a 155 personas en una plataforma
electronica para conocer los habitos de consumo del huitlacoche. La morfologia se
caracteriz6 con técnicas de microscopia de luz y electrénica de barrido. Se realizaron
analisis bioquimicos de U. maydis en diferentes etapas para poder reconocer cual fue
la mejor etapa en términos nutricionales. Se encontré que el precio promedio del
huitlacoche fue de $ 60 pesos MN el kilogramo, y predomind su presentacion
desgranada. Se identificaron las seis etapas en las muestras analizadas del
huitlacoche. Se encontr6 que en casi todas las etapas hay teliosporas, siendo su
tamafio de 6 a 7.5 um. La concentracién de polifenoles varié de 608.6 megAG/mL de
muestra para el grano de maiz hasta 15,338 megAG/mL de muestra en la etapa 4. La
mejor actividad antioxidante determinada por la IC50 fue en la etapa 5 donde alcanz6
el valor de 6.62. La etapa 2 fue donde se obtuvo una mayor cantidad de Brix (14.45%),
el grano de maiz fue el que obtuvo mayor pH (6.55). La etapa 5 tuvo la mayor
conductividad (7719.38 uS/cm), y el grano de maiz obtuvo la mayor resistividad
(182.25 Ohms). La informacion obtenida en la presente investigacion puede ser
utilizada para recomendar el consumo de este hongo en las etapas 4 0 5, ya que es
donde se obtuvieron los valores mas altos de proteinas, polifenoles y la IC50 mas baja
de DPPH. Se propone una estrategia para promover el consumo de este huitlacoche
en las comunidades de México.

Palabras clave: Bioquimica, consumo, infeccion, microscopia, morfologia,

funcionalidad, Zea mays.



FUNCTIONAL PROPERTIES OF HUITLACOCHE GALLS (USTILAGO MAYDIS)
COMMERCIALIZED IN THE CENTRAL REGION OF MEXICO
Luz Noyola Méndez, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2018
Huitlacoche (Ustilago maydis) is a fungus of great historical, cultural, nutritional and
functional importance in our country. The objective of the present study was to
determine the functional properties of the galls of U. maydis, based on the six stages
of infection in corn, marketing, consumption and biochemistry. A survey was conducted
with the purpose of knowing the places of sale of huitlacoche in markets and
supermarkets of the city of Puebla and in a market of the city of Tlaxcala. Surveys were
applied to 155 people on an electronic platform to learn about the consumption habits
of huitlacoche. The morphology was characterized with light microscopy techniques
and scanning electronic microscope. Biochemical analysis of U. maydis were carried
out in different stages in order to recognize which was the best stage in terms of
nutrition. It was found that the average price of the huitlacoche was MN $ 60 pesos per
kilogram, and its presentation was shelled. The six stages in the analyzed samples of
the huitlacoche were identified. It was found that in almost all stages there are
teliospores, being their size from 6 to 7.5 ym. The concentration of polyphenols varied
from 608.6 meqgAG/1mL per sample for corn grain up to 15,338.37 megAG/mL per
sample in stage 4. The best antioxidant activity determined by IC50 was in stage 5
where it reached the value of 6.62. Stage 2 was the one that had a greater amount of
° Brix (14.45%), the grain of corn was the one that obtained the highest pH (6.55).
Stage 5 had the highest conductivity (7719.38 uS/cm), and the corn grain obtained the
highest resistivity (182.25 Ohms). The information obtained in the present investigation
can be used to recommend the consumption of this fungus in stages 4 or 5, since it is
where the highest values of proteins, polyphenols and the lowest IC50 of DPPH were
obtained. A strategy is proposed to promote the consumption of this huitlacoche in the

communities of Mexico.

Key words: Biochemistry, commercialization, consumption, microscopy, morphology,

functional properties, Zea mays.
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l. INTRODUCCION

Debido a la situacion actual de la humanidad el cultivo de hongos se volvié una
actividad constructiva para solucionar uno de los problemas méas importantes:
alimentar a una poblacion en constante crecimiento (Chang y Miles, 1984). En 2013,
la produccion de champifiones y trufas fue de casi 10 millones de toneladas en todo
el mundo (FAO, 2015). Comparados con otros alimentos, los hongos tienen un alto
valor proteinico (Chang y Miles, 1984). Estos organismos han demostrado tener
compuestos bioactivos que presentan propiedades medicinales y nutricionales
mismas que pueden ser extraidas y aprovechadas en la prevencion y tratamientos
de enfermedades. Ademas, los hongos basidiomicetos presentan actividades
antibacterianas (Rajesh et al., 2014). Ustilago maydis (DC) Corda, es el nombre
cientifico del hongo basidiomiceto causante de la enfermedad conocida
comunmente como “huitlacoche” o carbédn comudn. Es un patégeno que parasita al
cultivo del maiz (Zea mays), ya que infecta a los granos de elote formando tumores
o agallas de color gris; el interior de estas estructuras es de color oscuro debido a
la presencia de esporas negras que son el medio de diseminacion del hongo. A
pesar de que en otros paises U. maydis es considerado como plaga, desde tiempos
prehispanicos, el “huitlacoche” se ha usado como alimento en la cocina mexicana
(Mayett et al., 2012).

La situacién agricola de México se encuentra colapsada, 4.5 de cada 10
migrantes son campesinos milperos, de los 12.5 millones de personas que emigran
a Estados Unidos tienen entre 14 y 44 afios (Ashwell, 2008). Esta pérdida no solo
es econdmica, sino social y cultural, lo cual es un hecho inadmisible para el pais
considerado como “cuna del maiz” (Kato et al., 2009).

U. maydis es un basidiomiceto que ofrece una composiciéon quimica atractiva
y un alto valor nutricional. Productos fermentados de medios de cultivo de U. maydis
han demostrado tener antibiéticos, aceites, cristales, grasas, esteroles, aminoacidos
esenciales, proteinas, vitaminas (Haskins, 1950; Valverde et al., 1995). Sin
embargo, poco se sabe acerca del género Ustilago y al ser una especie nativa de
México, su trascendencia como recurso genético tiene un alto potencial (Pataky,

1991). Para potencializar al hongo Ustilago, se realizaron estudios sobre su



composicién nutricional, sus propiedades funcionales y medicinales en extractos de
hongos comestibles cultivados en sustratos sélidos (Martinez-Carrera y Ramirez,
2016). Existen pocos estudios sobre la anatomia del huitlacoche y la descripcion de

su ontogenia desde su inoculacién en el maiz.



1. MARCO DE TEORICO

2.1 Biotecnologia y desarrollo social

La biotecnologia moderna es una actividad multidisciplinaria que tiene como mision
la utilizacién del conocimiento derivado de diferentes disciplinas y métodos para
poder resolver problemas. Sus practicas involucran al sector social, publico, y
privado. Uno de los aspectos mas relevantes de la biotecnologia en la biologia es
el manejo de especies y su conservacion. Es imperativo adoptar nuevas
tecnologias, pero sobre todo desarrollarlas dentro del propio sistema con el fin de
que sean locales, particulares y se adapten facilmente a nuestras necesidades
especificas y al medio en cuestion (Bolivar, 2004).

En México, la biotecnologia relacionada con la biodiversidad tiene efectos
duales. Por un lado, los efectos positivos y negativos, en relacion de la biotecnologia
a la biodiversidad; y por otra parte la materia prima que ofrece la biodiversidad para
la biotecnologia (Bolivar, 2004). Las herramientas biotecnolédgicas deben utilizarse
con cuidado ya que uno de los mayores riesgos que se pueden correr es que la
biotecnologia aplicada despoja al campesino de bajos recursos del control de buena
parte del proceso agricola. La agricultura biotecnoldgica suele estar asociada a la
falta de sustentabilidad y por lo tanto es un riesgo para la seguridad alimentaria
(Bolivar, 2004).

Otro problema es la normatividad y la capacidad institucional para que se
encuentre un balance correcto entre el cuidado de la biodiversidad y la promocion
de su uso correcto. Particularmente para México, se debe contar con una ley de
acceso a recursos biolégicos. Esta problematica enfrenta a dos extremos, el riesgo
de perder los recursos biologicos, y el de crear una legislacién tan restrictiva que
cualquier uso que se haga sea ilegal. Una forma de crear una buena ley de accesos
es manejar al recurso como tal, como un "recurso”, y asi promover su utilizacion.
Aunque este tipo de enfoque debe ser cauteloso, ya que se debe tener en claro
desde el inicio qué sector se vera beneficiado con el uso de este recurso, donde se
debe dar prioridad al sector social, y hacer hincapié a los habitantes locales de

donde se obtiene el recurso. En este sentido, también entra en juego la proteccion



del conocimiento tradicional y con ella su conservacion (Bolivar, 2004). Esto es
complicado siendo que el conocimiento tradicional suele ser colectivo, y dificulta
realizar tramites de propiedad intelectual, tal y como esta estipulado por la ley
(Thompson, 2007).

2.2 Origen del maiz en México

En 1895 Ascherson, propone que el teocintle es el ancestro directo del maiz y que
pudo ser un origen monofilético (Citado por Kato Yamakake, 2008). Eubanks postula
que el maiz se origind por la cruza de Tripsacum dactyloides y Zea diploperennis
(Kato et al.,, 2009). Se calcula que se desarroll6 hace ocho mil afios en
Mesoameérica. Se trata de una de las selecciones artificiales méas sobresalientes en
temas agricolas. En relacion a los patrones de distribucion se propone que el maiz
fue domesticado en cinco regiones (centro-sur de México y en Centroamérica)
(McClintock, 1978; Kato, 1984). De ese proceso se han localizado tres grandes
regiones: en el norte (Chihuahua-Durango), en el occidente (Jalisco-Michoacan-
Colima-Guanajuato), y el sur de México (Oaxaca-Chiapas- Guatemala). Su origen
fue un proceso gradual, con la ayuda de la seleccién de cazadores-recolectores
prehistéricos para su domesticacion (Kato et al., 2009).

Actualmente, existen alrededor de 62 variedades de maiz, adaptadas a muy
diferentes climas, suelos y regimenes pluviales (Bourges, 2013). Estudios recientes
han demostrado que el pais es un continuo de diversidad, y que en todas las
regiones del territorio mexicano existe una actividad constante de generacion de

variacion genética en el maiz que se cultiva (Kato et al., 2009).

2.3 Caracteristicas y propiedades del grano de maiz
Los granos de maiz se localizan en la inflorescencia femenina del maiz, llamada
espiga. En relacion a la longitud, diametro y nimero de hileras de la mazorca, esta
puede contener entre 300 y 1000 granos. El grano del maiz puede pesar entre 19 y
30 g por cada 100 granos (FAO, 1993).

El fruto del maiz es un cariopse, ya que la pared del ovario esta fusionada

con la cubierta de la semilla y juntas forman la pared del fruto (Figura 1). Basada en



la morfologia del grano de maiz (Tosi, 2012), la semilla madura se compone del
pericarpio (5 y 6%), que le da el color al grano de maiz; el endospermo que es el
85% del grano y en donde se almacenan las propiedades nutricionales que tienen
la funcion de alimentar al embrion (Figura 2). Leroux et al. (2014), comenta que el
tamafo del endospermo varido dependiendo de la locacion donde crecidé en los
primeros doce dias. El maiz cuenta con alto contenido de fibra, hierro y grasa,
aunque tiene una deficiencia en la concentracion de proteinas como la lisina y
triptéfano, la zeina es la principal proteina en los granos de maiz (Paliwal et al.,
2001). En el pericarpio estan los principales minerales del grano, como son fosforo,
potasio, magnesio, silicio, sodio, calcio, hierro, manganeso, cobre, zinc, y esta
formado por celulosa. Borok et al. (2018) comentan que hay una amplia
acumulacion de Si en el embrién y el pericarpio. Los otros macroelementos
encontrados fueron P, S, Na, y N. En el grano esta el principal compuesto, el
almidén que abarca entre el 60 y 85% del peso el grano y de ahi el 98% se ubica
en el endospermo. El maiz es rico en vitamina A y vitamina E (FAO, 1993). Las
teliosporas de U. maydis son ornamentadas (Pataky, 1991), mientras que el polen

de maiz tiene una superficie lisa (Figura 3).

pericarp soft endosperm

embryo proper scutellum

Figura 1. Seccion longitudinal de un maiz maduro (tercer estado de desarrollo).
Se observan los tejidos del grano, el pericarpio, el endospermo blando, el escutelo
y embrion. Tomado de Borok et al. (2018).
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Figura 3. a. Polen de maiz tomado de Diethart (2005). b. Teliospora de Uilago
maydis tomado de Pataky (1991).

2.4 Importancia del maiz en México
Histéricamente la diversidad morfolégica ha servido como indicador de la diversidad

genética para determinar centros de origen de la agricultura. Ademas, esta

relacionada directamente con el proceso de domesticacion, puesto que, al realizar



una seleccion artificial se suelen buscar caracteristicas morfolégicas especificas
(Kato et al., 2013).

El maiz es el cultivo m&s emblematico del pais, siendo ademas la base de la
economia rural y de la nutricion familiar. México, es el cuarto mayor productor de
maiz en el mundo. Se trata del principal cultivo del pais con un promedio de 8.5
millones de hectareas sembradas y una actividad a la que se dedica el 80% de los
productores agricolas del pais, unos 4 millones de personas. El maiz cumple todas
las caracteristicas para ser un alimento completo debido a sus propiedades inocuas,
accesibilidad, atractivo sensorial y valor cultural. Se trata de la principal fuente de
energia, proteinas, fibra y hierro para los mexicanos. Alrededor de 4/5 partes del
maiz que se cultiva es blanco. El 56 % de la produccién del maiz proviene de
productores campesinos. El consumo humano es de mas de 12 millones de
toneladas por afio (300 g diarios en zonas rurales y 180 g diarios en zonas urbanas),
en comparacioén con los 6 millones de toneladas de trigo y alrededor de 600 mil
toneladas de arroz. Ademas de ser un recurso alimenticio, el maiz se puede utilizar
como combustible, pienso, medicina, artesanias, bebidas fermentadas, o

envolturas, entre otros (Bourges, 2013).

2.5 Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos eucariotas, heterétrofos que no pueden producir los
nutrientes basicos que requieren y por eso obtienen su alimento a través de otros
organismos mediante el uso de enzimas (Cooke, 1958; Carlile et al., 2001). Los
hongos heterotrofos almacenan glucégeno y lipidos (a diferencia de las plantas, que
almacenan almidon). Algunos son parasitos facultativos, obligados o simbiontes;
otros se alimentan de materia organica muerta (saprobios). Secretan enzimas que
reducen los alimentos a moléculas pequefias faciles de absorber. Los parasitos
tienen hifas especializadas (haustorios), que absorben los nutrientes directamente
de las células de otros organismos. Junto con las bacterias, los hongos son los

principales descomponedores de la materia organica.



Il MARCO DE REFERENCIA

3.1 Historia de los hongos comestibles

Desde sus inicios el ser humano ha tenido una relacion con los hongos, nuestros
ancestros recolectaban hongos comestibles (Lhote, 1973). Las primeras referencias
documentadas sobre la utilizacion de los hongos ya sea como alimento, medicina o
en ritos religiosos se encuentran en la India y Egipto y datan de hace 4 mil afios,
cuando la creencia era que surgian de un fluido formado por los relampagos.
Nicander 185 a.C. fisico y poeta griego, hizo alusion a los hongos venenosos en su
poema “Alexipharmaca” (Buller, 1914). Llamados a veces como imperfecciones del
terreno, uno de los primeros intentos de clasificacion lo realizé el médico griego,
Dioscorides, en el primer siglo de la era cristiana, quién lo divide en variedades
comestibles y venenosas (Buller, 1914; Kendrick, 2011).

Bernardino de Sahagun denota la importancia de los hongos para los
indigenas de la nueva Espafia, con sus propiedades alimenticias, farmacolégicas o
psicoterapéuticas y reporta que los aztecas conocian mas de 50 especies de
hongos comestibles. En Chignahuapan, Puebla, existe una iglesia dedicada a un
Cristo conocido como “Nuestro Sefior del Honguito”, y se trataba de un hongo
fosilizado (Ganoderma lobatum) aparecia grabado junto a la imagen de un Cristo
con un sol y unaluna a cada lado. Para nuestros antepasados indigenas, los hongos
fueron importantes en muchos sentidos, como alimento o con poder curativo,
destacandose en su aspecto ritual, cuya esencia trasciende hasta hoy dia en
culturas como la Cora en Nayarit, Huichola en San Luis Potosi y Zacatecas, Maya
en la peninsula de Yucatan, Rardmuri en Chihuahua y Sonora, Mazateca en la

Sierra de Oaxaca y sur de Puebla y Nahua en el centro de México (Guzman, 1985).

3.2 Ustilago maydis (huitlacoche)

Historicamente existen fuentes que registran al huitlacoche como un manjar
culinario y alimento de reyes prehispanicos, sin embargo, en recientes estudios
etnograficos, antropdlogos y especialistas de la cocina tradicional mexicana
muestran que esto ultimo pudo ser una estrategia mercadolégica para generar una

mayor aceptacion de este producto en la sociedad, puesto que existen evidencias



suficientes para afirmar que en la época prehispanica el huitlacoche era concebido
como “algo raro” que crecia en la mazorca, considerandolo una deformidad o
anormalidad de la misma, y que estaba ligado a la deidad de la lluvia, como se

puede constatar en el vocablo nahuatl “huitlacoche” “cujtlacochi”, “cuitlacochtli” o

“cuitlacuchtli”, cuyo significado puede traducirse como “mugre que crece encima del
maiz”, “caca de cuervo” (Valadez-Azua et al., 2011).

Sin embargo, otras evidencias muestran que en la época colonial el
huitlacoche se convirti6 en un alimento de subsistencia para indigenas y
campesinos, necesario y presente en su dieta, que sobrevive hasta nuestras fechas,
inicié a mediados del siglo XX, y fue el punto de partida cuando el huitlacoche pasé
a ser una mas de nuestras bendiciones, y a formar parte de las maravillas
mexicanas y a ser protagonista de importantes recetas de chefs dentro de la
categoria de “alimento tradicional”, exquisitez, manjar.

Para un consumo tradicional del huitlacoche, su preparacion conlleva
guisarlo con ajo y epazote, se consume preferentemente antes de su maduracion
en quesadillas y algunos otros guisos, sin embargo su uso en recetas es muy
variado, depende de la region en donde se prepare, algunos de sus usos mas
elaborados incluyen: cremas, relleno de pechugas de pollo, crepas; de igual forma
es un ingrediente esencial en las salsas que bafian todo tipo de carnes, se usa para
la preparacion del popular mole prieto (Paredes et al., 2006).

Conocido como el hongo que infecta el maiz, el huitlacoche (U. maydis) es
un basidiomiceto que ofrece una composiciébn quimica atractiva y un alto valor
nutricional. Sin embargo, poco se sabe acerca del género Ustilago y al ser una
especie nativa de México, su trascendencia como recurso genético tiene un alto
potencial (Pataky, 1991).

3.3 Produccion de huitlacoche

En un inicio, para la produccion tradicional de huitlacoche se intenté mezclar
semillas de maiz con agallas (teliosporas), no obstante, este procedimiento no dio
resultado. Posteriormente se intentaron obtener grandes cantidades de huitlacoche

dejando esporas en los suelos antes de sembrar, este método tampoco dio



resultados, finalmente se experimentd esparciendo las esporas en las plantas de
maiz cuando los jilotes estan tiernos, obteniendo escasos resultados, por lo que la
produccién alcanzada no fue suficiente para satisfacer mercados extensos (Paredes
et al., 2006).

En la produccién por inoculacion, se buscaba de primera mano obtener
plantas resistentes al hongo, sin embargo, debido al aumento de la demanda de
huitlacoche, se empez6 a utilizar esta técnica para obtenerlo a gran escala y
satisfacer los mercados nacionales y extranjeros. Se ha reportado que la inyeccion
de esporidios en la planta de maiz produce un alto indice de infeccion; por lo que
esta estrategia se ha utilizado para obtener huitlacoche con buenos resultados
(Thakur et al., 1989; Pataky, 1991; Pope y McCarter, 1992; Valverde et al., 1993;
Vanegas et al., 1995; Paredes et al., 2006). Pimentel et al. (2011), comenta que la
variedad de maiz utilizado como sustrato influye en las caracteristicas

fisicoquimicas del huitlacoche.

3.4 Ciclo de vida de U. maydis

U. maydis es agrupado taxondmicamente con los hongos heterobasidiomicetes. El
ciclo de vida de U. maydis incluye tres estados diferentes (Figura 4). Teliosporas
diploides se forman en agallas de hospederos infectados y son la forma de
hibernacion de propagulos del hongo. Su forma es esférica a elipsoide, de color
negro a café olivo, y fuertemente equinulada, cubierta por pequefias espinas.
Cuando germinan las teliosporas forman un promicelio septado, que da lugar a la
meiosis, y se forman esporidias haploides (basidioesporas), que usualmente tienen
un solo nucleo. Las esporas haploides se pueden mantener facilmente en cultivos
gue muchos consideran, es el estado saprofito del hongo. Los cultivos de esporidios
pueden ser propagados de diferentes maneras, se ha observado una variacién
considerable en su morfologia, color, tamafo y crecimiento. La espora no infecciosa
se comporta como una levadura. Bajo condiciones ambientales apropiadas, las
cruzas de esporidias genéticamente compatibles forman hifas dicarioticas; la tercera
etapa son las esporidias patogénicas que, pueden infectar al maiz y al teosinte
(Pataky y Snetselaar, 2006).

10



Dikaryotic Mycelia Growing
Through and Between Cells

Figura 4. Ciclo de vida de Ustilago maydis. Tomado de Saville et al., (2012).

U. maydis es un basidiomiceto patdégeno que infecta al maiz, este hongo no
usa estrategias de virulencia agresivas para matar a su huésped. Pertenece al grupo
de los paréasitos biotréficos que dependen del tejido vivo para la proliferacion y el
desarrollo. La enfermedad se traduce en crecimiento de la planta atrofiada y reduce
el rendimiento, lo que conduce a graves pérdidas econdémicas (Kamper et al., 2006).

La forma patogénica del hongo dimérfico U. maydis es una hifa dicariotica,
gue consiste en una elongacion de células cilindricas separadas por un septo. Su
forma no patogénica es haploide y se comporta como levadura saprofitica; las
células tienen forma tubular y las células hijas emergen por gemacién. La transicién
de su forma de levadura a hifa implica varias etapas: la formacion de tubos
conjugados de células haploides de tipo de cruza diferente, la fusion de células para
formar un dicarion, y finalmente filamentos (hifas) que crecen del dicarion (Banuett
y Herskowitz, 1996). La conjugaciéon produce un vigoroso crecimiento de hifas
dicaridticas, hifas que son ramificadas, y que proliferan intracelularmente dando
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lugar a la inducciéon de un tumor en diferentes partes de la planta. Las hifas
dicarioticas parecen dar lugar a una fusion nuclear al tiempo que ocurre la formacion
de tumores. Dentro de los tumores, el hongo produce una espora especializada
llamada teliospora, que es un componente que dara lugar a la meiosis que producira
una forma tipo levadura haploide cuando germine (Banuett, y Herskowitz,1996).

La formacion de las teliosporas dentro de las células tumorales implica
cambios morfologicos de hifas cilindricas a teliosporas redondeadas. Estudios
sugieren que la formacion de teliosporas se da por fragmentacion de las hifas. Estos
estudios describen la aparicion de fragmentos hifales que dan lugar a cambios
morfolégicos antes de la produccion de esporas (Sleumer, 1932; Christensen, 1931;
Banuett y Herskowitz, 1996). El sintoma mas distintivo es la presencia de agallas
gue se pueden desarrollar en cualquiera de las partes aéreas de la planta. Las
agallas se encuentran comunmente en mazorcas, tallos, brotes y nodos, pero
también ocurren en hojas. En su etapa madura, las agallas contienen masas
oscuras de esporas, similares al hollin, de ahi se deriva el nombre. Las agallas que
aparecen en la mazorca la dafian totalmente ya que reemplazan al grano con
esporas. Las agallas que aparecen en otras partes de la planta pueden afectar su
rendimiento en diferentes extensiones. La severidad de estos sintomas varia de
acuerdo con el aislamiento del hongo. La planta parece ser susceptible a la infeccién
durante su etapa de crecimiento, pero las mas jévenes son muy vulnerables y
muestran una alta mortalidad cuando ocurre la infeccion (Banuett y Herskowitz,
1996).

3.5 Desarrollo de la agalla (ontogenia)

Las agallas consisten en tejidos de hongos y del hospedero. Las agallas jovenes
son blancas, firmes y cubiertas con un peridermo semi brillante. Cuando las agallas
comienzan a madurar, el interior del tejido se vuelve semicarnoso y aparecen vetas
de tejidos negros conforme aparecen las teliosporas. Con mas maduracién, las
agallas se vuelven una masa de teliosporas polvosas, y el peridermo se rompe para
liberarlas. En las mazorcas, cuando los ovarios son infectados las agallas maduran

alrededor de tres semanas mas tarde. Tres a seis dias posteriores a la infeccion los
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granos se ven ligeramente descoloridos y sin forma; agallas blancas, pequefias,
firmes se desarrollan de nueve/diez dias después y se observan claramente entre
los diez/catorce dias, siendo que entre los once/doce dias comienzan a alargarse
con un crecimiento tumoral (Pataky y Snetselaar, 2006).

Las agallas comienzan a tener una apariencia gris plateada mientras que
aparecen venas de tejidos oscuros (teliosporas) a los catorce/quince dias de la
infeccion. A partir de los diecisiete dias cerca de 70% del tejido de las agallas es
oscuro, mantienen una integridad semicarnosa propia de hongo. A los veintiin a
veintitrés dias, el peridermo se rompe, las agallas se convierten en una flacida
hiameda masa, mientras con deshidratacion, se vuelven hollinosas y polvosas
masas de teliosporas que se observan a simple vista (Pataky y Snetselaar, 2006).

El nimero, tamafio y localizacion de las agallas depende de la edad de las
plantas al momento de la infeccidbn. Las agallas de las hojas difieren
considerablemente en tamafio de las agallas de los tallos y mazorcas, que son mas
grandes. En el tallo, el diametro de las agallas es de 20-30 cm. Las agallas pueden
reemplazar la mayoria del tejido dependiendo de la severidad de la infeccion. Las
agallas de las mazorcas usualmente resultan de la infeccién de ovarios individuales.
Comunmente, unos pocos granos en la base o extremos de la punta de la mazorca,
son los infectados (Pataky y Snetselaar, 2006).

La cruza e infeccién estan bajo control genético de dos loci diferentes a y b.
Historicamente, el locus a se le ha llamado locus de tipo cruza, el locus b al de
patogenicidad. Para que U. maydis sea infeccioso, los compafieros de cruza
(células haploides que forman una hifa dicariética) deben tener alelos diferentes en
ambos de sus loci ay b (por ejemplo, esporidias con alelos aib2 con un alelo azbz).
Los alelos de ambos loci han sido clonados y secuenciados. El locus a tienes dos
alelos, a1y az, codifican componentes de una respuesta feromdnica en la formacion
de la fusion celular y tubos de conjugacion. Cuando los nutrientes son limitados, las
esporidias haploides que tienen diferentes alelos en el locus a forman un filamento
fino que crece a través uno del otro siguiendo gradientes feromaonicos. Por dltimo,
el filamento se fusiona. Mdltiples alelos se producen en el locus b que codifica

proteinas de unién a ADN con funciones reguladoras. Si el dicarion que resulta de
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la fusion filamentosa tendra dos nucleos con alelos diferentes en el locus b, se
formara una vigorosa infeccion. El filamento infeccioso responde a una superficie
apropiada del hospedero formando un apresorio que permitira al hongo penetrar en
el hospedero. Los apresorios se forman solo en células que puedan alongarse
rapidamente, no se han podido inducir in vitro. La cruza y penetracion ocurre en un
periodo de doce/dieciocho horas en plantas inoculadas artificialmente con
esporidias compatibles (Pataky y Snetselaar, 2006).

En examinaciones microscopicas se observa que, en etapas tempranas, el
dicarién de U. maydis se comporta como un biétrofo. El crecimiento hifal crece en
Su mayoria por via intracelular, pero tanto la membrana plasmatica del hongo como
del hospedero permanecen intactas. Las células de las plantas realizan un flujo
citoplasmatico normal a pesar de que estan invadidas por las hifas. El haustorio
regular no es observado, pero la presencia de un material en la matriz, denso
electronicamente entre las paredes del hospedero y el hongo son un sitio de
transferencia de nutrientes. La naturaleza exacta de la transferencia de nutrientes
aln no se conoce, pero, la mayoria de cepas de U. maydis que son autétrofos
aminoéacidos no son patogénicos, sugiriendo que un simple carbohidrato podria ser
el nutriente primario que utiliza el hongo (Pataky y Snetselaar, 2006).

Las alteraciones microscépicas como es el alargamiento anormal de células
parenquimales se puede observar a las 24 horas de inoculacion. Los tumores
resultantes de ese crecimiento anormal de las células hospedera comienzan a
desarrollarse una semana después de la infeccién. Los tumores inicialmente son el
resultado de un crecimiento anormal de divisiones celulares y alargamientos de
tejidos del hospedero, las hifas fungicas son relativamente raras. Las células
hospederas permanecen vivas durante las etapas tempranas de la formacion de
tumores. Por ejemplo, el patron regular de venaciéon se pierde, y las células
parenquimatosas pueden volverse extremadamente largas. Mientras va creciendo
el tumor, las hifas comienzan a proliferar entre las células hospederas, en lugar de
crecer a través de ellas. La cariogamia (fusién de nucleos que ocurre durante la
reproduccion sexual), parece que ocurre en etapas tempranas del alargamiento de

los tumores, y es seguido por una proliferacion hifal rapida entre células hospederas.
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En esta etapa, las paredes de las hifas se hinchan y se vuelven gelatinosas, y el
protoplasto pierde su forma cilindrica y se vuelve esférico. Por un proceso que aun
es poco entendido, las esporas iniciales se alargan y desarrollan paredes
ornamentadas con pigmentos, que pueden verse emergiendo de las hifas
gelatinosas remanentes. El hongo completa su ciclo de vida cada vez que una
teliospora se forma en el hospedero infectado (Pataky y Snetselaar, 2006).

El hongo pasa el invierno como una teliospora diploide en los restos del
cultivo o en el suelo. Se estima que una sola agalla de tamafio mediano produce
200 mil millones de esporas. Las teliosporas pueden mantenerse viables durante
muchos afos. Se diseminan directamente por viento o lluvia, o también pueden
germinar y pasar por la meiosis para formar esporidios haploides que también son
dispersadas por lluvia y viento. La esporidia brota en una forma de levadura, se
cruza y forma una infeccion de hifa dicariética (Pataky y Snetselaar, 2006).

El estudio de tejidos con parafina provee informacién anatémica valiosa.
Consiste en encapsular tejido en un bloque sélido, que sirve de soporte estructural
para que se pueda seccionar en cortes finos, y asi poder visualizar y caracterizar
los tejidos. Al proceso de distribuir uniformemente el medio de soporte a través del
tejido se llama infiltracion. El proceso de solidificacion del tejido dentro de un bloque
de soporte se le conoce como incrustacion (Ruzin, 1999). El propoésito de este

estudio fue apreciar si existen diferencias morfolégicas entre las diferentes etapas.

3.6 Morfologia de la infeccion

U. maydis infecta a dos hospederos, al maiz (Zea mays) y teocintle (Zea mexicana).
Su tipo de infeccion se caracteriza por las masas de teliosporas que se encuentran
dentro de las plantas hospederas. Los sintomas mas obvios son agallas tipo
tumores que varian en tamafo, de menos de un centimetro a mas de 30 mm de
diametro (Cuadro 1). Todos los tejidos meristematicos son susceptibles a infeccion.
Las agallas se encuentran mas frecuentemente en mazorcas, tallos, brotes
nodulares y costillas medias de hojas. Aunque las agallas se pueden formar en
muchas partes de las plantas, la infeccibn es local (no se coloniza

sistematicamente). Ocasionalmente, las agallas se desarrollan debajo de la
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superficie del suelo cuando el meristemo apical de una planta joven es infectado
(Pataky y Snetselaar, 2006). Sintomas de infecciones causadas de Sphacelotheca
reiliana, son similares a los del huitlacoche. Cuando se infectan sistematicamente,
las estructuras florales (tallos y mazorcas) se convierten en una especie de masas
de teliosporas polvosas que pueden llegar a parecerse a las agallas del huitlacoche.
Los haces vasculares del huésped generalmente estan presentes como estructuras

filamentosas de S. reiliana (Pataky y Snetselaar, 2006).

3.7 Propiedades del huitlacoche

En la actualidad el huitlacoche se consume tanto en el medio urbano como en el
medio rural, este hongo puede ser obtenido en época de lluvias en mercados
tradicionales, y fuera de esta temporada puede ser conseguido enlatado por
empresas como Herdez S.A. Analizando pesos secos, aunque la cantidad de
proteinas es moderada (11.5-16.4 g/100 g), es mas alta que en maiz y otros
cereales. El contenido de carbohidratos (55.1-66.5 g/100 @), y fibras (16.0-23.5
g/100 g), es alto. Presentan bajas cantidades de calorias y colesterol (Valverde et
al., 1995; Haskins, 1950). Presenta altas cantidades de &cido linoleico, que se
considera un acido graso esencial. El huitlacoche tiene aminoacidos como la
histidina, treonina, lisina, acido aspartico, acido glutamico y serina (Valverde-
Gonzalez, 1992). Los mayores componentes de nutrientes son el carbono y
nitrdgeno que proveen energia y ayudan a formar compuestos celulares, ya que la

mayoria de los constituyentes de las células poseen carbono (Stakman et al., 1929).
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Cuadro 1. Descripciéon de la morfogénesis de la infeccion de Ustilago maydis durante el
tiempo que madura la agalla y presenta una masa de teliosporas negras y polvosas
(Tomado de Pataky y Snetselaar, 2006).

E 1. Los granos levemente
descoloridos o desfigurados son
notables a los 3 a 6 dias después de
la infeccién

E2. Las agallas pequefias, blancas y firmes se desarrollan
a los 9 o 10 dias, resultando un crecimiento similar a un
tumor a los 11-12 dias después de la infeccién

ES

Las agallas comienzan a tener una

(E1, E2 y E3)

ennegrecidos (teliosporas) comienzan a formarse entre los 14 a 15 dias después de la infeccién

apariencia gris plateada, ya que las rayas de los tejidos

E6 (vista completa)

E6 (Corte transversal de la mazorca)

Casi el 70% del tejido de las agallas de U.
textura semi-carnosa, parecida a un hongo después de 16 a 18 dias de la infeccién (E6). Entre 21 y 23 dias,
la peridermis se rompe y las agallas se vuelven una masa descuidada y himeda de teliosporas. Con la
deshidratacion, las agallas se vuelven masas de teliosporas en polvo y hollin.

maydis esta ennegrecido, mientras que las agallas mantienen una

En los aspectos antibidticos, U. maydis ha demostrado tener efectos contra

bacterias Gram-positivas, como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus vy

Mycobacterium smegmatis. También ha mostrado tener efectos positivos contra

bacterias Gram-negativas como Brucella bronchiseptica, y contra Aspergillus spp.,

Verticillium spp., y otros hongos (Haskins, 1950; Haskins y Thorn, 1951). Martinez-

Flores et al. (2008), estudiaron

cambios de apariencia y parametros de color del
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huitlacoche, las variables a estudiar fueron la luminosidad, el cambio de color total,
el angulo de tono y la pureza de color. También determinaron el porcentaje de peso
perdido con respecto al peso inicial del huitlacoche fresco. El patron de respiracion
se determino con base en el método colorimétrico de Claypool y Keefer (1942), que
a su vez fue modificado por Pratt y Mendoza (1979). El etileno se cuantificd por
cromatografia de gases. Reportaron que el huitlacoche presenta altas tasas de
respiracion, lo que lo hace un hongo altamente perecedero. También parece tener
una rapida pérdida de peso, lo cual figura como el problema principal para
incrementar su vida 0til ya que se genera una ruptura en las agallas y
obscurecimiento en la coloracion, siendo que la refrigeracion influye ampliamente

en esos parémetros.

3.8 Consumo y comercializacion de huitlacoche

La comercializacion del huitlacoche no es facil ya que, por accién del desgranado,
recibe daflos mecanicos, porque al estar expuestas las agallas, se abarca mayor
superficie de contacto, son mas vulnerables, también la cubierta externa recibe
esfuerzos de compresion que rebasan su limite elastico. Debido a la alta actividad
metabdlica, perdida de agua acelerada y su falta de cuticula, U. maydis su vida de
anaquel es corta (3-4 dias), lo cual la sitia con una alta desventaja comercial ya
que se tiene que consumir casi inmediatamente después de la cosecha (Lépez et
al. 2017).

Para un consumo tradicional del huitlacoche, conlleva guisarlo con ajo y
epazote, se consume preferentemente antes de su maduracion en quesadillas y
algunos otros guisos, sin embargo su uso en recetas es muy variado, depende de
la regidn en donde se prepare, algunos de sus usos mas elaborados incluyen:
cremas, relleno de pechugas de pollo, crepas; de igual forma es un ingrediente
esencial en las salsas que bafian todo tipo de carnes, se usa para la preparacion

del popular mole prieto (Paredes Lépez et al., 2006).
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V. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Debido a la desigual situacion de la humanidad, uno de los problemas de mayor
importancia a resolver es alimentar a una poblacién en constante crecimiento,
donde los hongos podrian tener un papel crucial, gracias a sus caracteristicas de
desarrollo, y a sus valores nutricionales y medicinales. EI género Ustilago ha
demostrado tener muchas cualidades que lo convierten en un foco importante y
potencial de consumo. Por otro lado, la agricultura marginal de los campesinos
pobres de México se encuentra colapsada y una forma de incentivar a las nuevas
generaciones del campo es ofrecerles trabajo a través del cultivo de U. maydis que
conlleva a aspectos no sélo econdmicos, sino nutricionales, sociales y culturales.
Es regresar el poder del maiz a los campesinos, dandole un valor agregado al grano,
para que tengan mas y mejores opciones y, desde luego, mejor ingreso. El consumo
del huitlacoche se realiza cuando la agalla estd madura, con textura a hongo,
aunque también cuando la agalla es casi oscura, con demasiadas teliosporas
maduras y con apariencia de polvo. Hasta ahora no se sabe cual es el mecanismo
morfologico y bioquimico que se lleva a cabo una vez que se inocula y se desarrolla
la agalla del huitlacoche de manera intensiva. En el presente trabajo se estudio si la
apariencia de la agalla esta asociada con mejor calidad nutricional y funcional, y con
base en eso proponer una estrategia de produccion para las comunidades de la
region del centro de México, la cual permita promover la difusion del consumo del

huitlacoche en las mejores etapas de desarrollo.
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V.  HIPOTESIS
Existen diferencias morfoldgicas y bioguimicas en las distintas etapas de infeccion

de Ustilago maydis, hasta la aparicion de teliosporas en la agalla madura.

VI.  OBJETIVO
Determinar las propiedades nutricionales y funcionales de las agallas de maiz
infectadas con Ustilago maydis, basado en la morfologia y la ontogenia de la

infeccion del hongo en el elote de maiz hasta su comercializacion.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Describir la morfologia y anatomia del hongo U. maydis en el grano del elote
durante las diferentes etapas de la infeccion.

2. Analizar las propiedades funcionales que presentan los granos de elote
durante la infeccién de U. maydis en las diferentes etapas de formacion de la agalla.
3. Proponer a los productores del hongo U. maydis (huitlacoche), la

comercializacién del producto en el desarrollo y propiedades de las agallas.

20



VIl. DESARROLLO EXPERIMENTAL
En la figura 5 se muestra la metodologia general que se utilizé en la presente

investigacion.

Distribucién de huitlacoche en mercados
locales

2

Seleccion de material biolégico de U. maydis
(huitlacoche)

Descripcién de la

. L, Anatomia
infeccidn
I | | |
| |
Microscopia . ,
Microscopia de
Grados de Etapa electrdnica de qup
infeccion (%) (ontogenia) barrido

Descripcién de
las etapas

v

Caracteristicas
bioquimicas

>

Analisis y

Encuesta sobre consumo f——>
Resultados

Propuesta de la estrategia

Figura 5. Diagrama general de la metodologia seguida en la presente investigacion.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 Distribucion de huitlacoche en los mercados locales

Metodologia: Se realizé una encuesta con el fin de conocer los lugares de venta de
huitlacoche en mercados y supermercados de la Ciudad de Pueblay en un mercado
de Tlaxcala. Se preguntd el precio, presentacion, procedencia, disponibilidad del
huitlacoche en doce mercados y tres supermercados.

Se realiz6 una encuesta electrénica que fue aplicada a 155 personas seleccionadas
de forma aleatoria en una plataforma de internet
(https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSTHSNOQMFObIHalCy1003dFSHKN
QBO0ZoF5FfJqoBA9sT3bPHw/viewform?c=0yw=1).

La técnica empleada fue la encuesta instrumentada en base a un cuestionario

que incluyd 11 preguntas estructuradas en cuatro apartados: I) Personales: género,
edad, consumo en menores de edad (hijos); 1) Conocimiento: Conoce el huitlacoche
, platillos que lleven huitlacoche , lugar de venta, beneficios a la salud; Ill) Consumo:
forma de consumo, disposicién a consumir todo el afio; IV) Frecuencia: recurrencia

de consumo al mes, disposicién al incremento en el consumo.

8.2 Morfologia macro y microscépica del huitlacoche (U. maydis)

Esta parte del trabajo se llevé a cabo en el Centro de Recursos Genéticos de
Hongos Comestibles (CREGENHC), del Colegio de Postgraduados, Campus
Puebla, y en el Laboratorio de Microscopia Electronica del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo. La morfologia de las mazorcas infectadas se
basé en lo propuesto por Castafieda de Leodn et al. (2016), quien describi6 el grado
de infeccion que presenta la mazorca por U. maydis (Figura 6) siendo el grado 1
cuando el hongo infect6 el 30% de la mazorca, el grado 2 cuando es entre 50 a 60%
y, el grado 3 si la infeccién alcanz6 cerca del 90 o0 100% de infeccién, no quedando
granos de elote sin infectar. Las muestras analizadas se basaron en la descripcion
propuesta por Pataky y Snetselaar (2006), y se asign6 un nimero a cada etapa para
caracterizar el material en estudio (Cuadro 2). La descripcion del material biolégico
también se bas6 en su tamafio (largo, ancho, peso), forma, en la diseccion de la

agallay el color.
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Cuadro 2. Descripcion de las etapas de Ustilago maydis que se presentan durante la
morfogénesis de la infeccién (Pataky y Snetselaar, 2006).

Etapa Dias Descripcién
0 0 Grano de elote sano
1 3-6 Grumo de maiz descolorido y cambio de forma
2 9-10 Agallas firmes
3 11-12 Agallas alargadas y desarrollo del tumor
4 14-15 Agallas plateadas o grises y aparicion de tumor
5 16-18 Textura suave semicarnosa a hongo
6 19-20 Textura blanda mas masa polvosa de teliosporas

En la figura 6 se muestra de manera esquematica la apariencia de cada agalla,

basado en el color, textura y presencia de teliosporas.

Figura 6. Vista de la forma en que se seleccionaron las muestra: granos de elote
(A) y agallas (B-D) de Ustilago maydis para su caracterizacion en esta
investigacion.
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Después de la caracterizacion del material biolégico se procedié a procesar las
muestras para las diferentes técnicas microscopicas.

8.2.1 Microscopia de luz

Se realizaron diferentes pruebas de tincidn con granos de maiz y agallas de
huitlacoche. Se probaron diferentes fijadores para preservar y preparar las
muestras, los cuales se desarrollaron como sigue y posteriormente se observaron
en un microscopio estereoscopico Leica.

8.2.1.1 Fijador FAA (formaldehido, alcohol, acético) (Megias et al., 2016)

Se adicionan en un matraz 50 mL de etanol, 10 mL de formaldehido, 5 ml de &cido
acético en 35 mL de agua destilada. La solucion FAA se emplea normalmente en la
fijacion de tejidos vegetales. Aunque no preserva muy bien el citoplasma es un buen
fijador para conservar las estructuras vegetativas.

8.2.1.2 Fijador paraformaldehido tamponado (Megias et al., 2016)

Se calentaron 60-70 mL de agua a 60° en un matraz con un agitador magnético. Se
afadieron 4 g de paraformaldehido. Posteriormente, se adicionaron dos o tres gotas
de hidroxido sodico 10 N. Se espera a que la solucidn se vuelva transparente. Se
filtro, y se agregaron 25 mL de tampodn fosfato 0.4M pH 7.4. Se afor6 con agua
destilada hasta 100 mL. Se dej6 enfriar a 4-10° antes de usar. El resultado fue 100
mL de formaldehido al 4% en tampdn fosfato 0.1M pH 7.4.

8.2.1.3 Fijador plp (peryodato, lisina, formaldehido) (Megias et al., 2016)

Este fijador mantiene la estructura de las membranas en buenas condiciones para
muestras destinadas a microscopia electronica. Se prepar6é una solucion (a) de
lisina-HCI 0.2 M en agua destilada, se afadio fosfato disddico dibasico 0.1 M hasta
un pH de 7.4. La solucién se diluy6 en regulador fosfato sédico 0.1 M hasta que la
concentracion de lisina-HCI alcanzé 0.1 M. La soluciéon (b) que se prepar6 fue
paraformaldehido al 8% en agua destilada. Posteriormente, se generé la solucién
fijadora mezclando 3 partes de la solucién a con una de la solucién b, y se afiadio
metaperyodato sodico sélido hasta alcanzar una concentracion final del 0.01M.
8.2.1.4 Técnica de tincion

Se siguio la técnica descrita por Leroux et al. (2014). Las muestras se enjuagaron

en una solucion salina amortiguada por fosfato (PBS). Se seccionaron en 150-200
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pm (Vibratome 1000 plus). Se tifieron con 0.05% (p/v) de azul de toluidina acuosa
(tbo). Se monto en fluoromount (Sigma) o alcohol polivinilico al 10% p/v (pva) -2,5%
p/v 1,4 - diazabiciclo [2.2.2] octano (dabco) en tris 25 mMol /L, con un pH de 8.7. Se
tomaron micrografias inmediatamente con un microscopio Olympus szx12 zoom.
8.2.1.5 Regulador salino de fosfato (PBS)

Se disolvieron 8 g de NaCl, 0.2 g de KCI, 1.4g de Naz HPO4, y 0.2g de KH2PO4 en
800 mL de agua destilada. Se ajusté el pH a 7.4 con HCI. Se aforé en 1000 mL. Se
colocé la solucién en matraces y se esterilizaron en una autoclave por 20 minutos.
Se dejo enfriar el buffer a temperatura ambiente.

8.2.1.6 Histologia clésica

Se utiliz6 fue el FAA (Cuadro 3).

Cuadro 3. Composicion del fijador FAA utilizado para tefiir los tejidos de Ustilago

maydis.

Compuesto Cantidad
Etanol (96%) 50% (Vv/v)
Acido acético glacial 5% (V/v)
Formalina (37%) 10% (v/Vv)
Agua destilada 35% (V/v)

Se realizaron cortes longitudinales y transversales de las agallas en sus
cuatro posiciones. A continuacion, las muestras se colocaron en fijador FAA y se
dejaron reposar durante 24 h. Posteriormente, se colocaron en casetes biopsy y
después en el cambiador automéatico Histokinet conteniendo etanol diluido al 50°,
60°, 70° (con eosina), 80° 90° 100° vy tres cambios sucesivos de xileno.
Finalmente, los casetes fueron colocados en parafina 1 durante 24 h, seguido de
una segunda inclusion en parafina 2 durante 24 h. Las muestras de huitlacoche, se
tuvieron que incluir durante 15 dias en Parafina 2, debido a que el método comun
no fue adecuado para su procesamiento. Después, los soportes de madera fueron
colocados con las orientaciones transversales y longitudinales, y se dejaron reposar
durante 24 h. Los cortes de 10 ym fueron realizaos con un Micrétomo rotatorio Leica.
Y almacenados en refrigeracion.

Para la adhesidon de las muestras, los mejores cortes fueron colocados en

portaobjetos y se les agregd adhesivo de cromo. Después se calentaron en una
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plancha para que las muestras se estiraran. Posteriormente, los portaobjetos se
dejaron reposar por 12 horas para que se adhirieran bien y, se volvieron a subir a la
plancha durante 24 horas. A continuacion, los portaobjetos frios se colocaron en el
tren de desparafinado que comenzo6 con 3 cambios sucesivos de xileno absoluto,
seguido de cambios sucesivos de etanol al 100%, 96%, 70%, y 50% por tres/cinco
minutos cada uno.

Una vez que las muestras se quedaron en etanol al 50%, sigui6 el proceso
de tincion, para lo cual estas fueron colocadas en Safranina durante 2 a 24 horas
maximo. Se enjuagaron con agua desionizada y se pasaron al tren de tincién, donde
permanecieron un minuto en etanol al 50%, 70%, 96% respectivamente; se
mantuvieron en verde rapido por un tiempo aproximado de diez segundos. Se
enjuagaron en etanol al 96% y se pasaron a etanol al 100% por unos segundos, y
después a tres cambios sucesivos de xilenos absolutos. Para montar la muestra, se
coloco una gota de resina sintética a lo largo del portaobjeto, y encima con cuidado
se puso el cubreobjetos, para procurar evitar la generacion de burbujas, se
colocaron las muestras en la plancha caliente, por 24 horas. De esa forma las
muestras estuvieron listas para su observacion en un microscopio optico Leica.
8.2.2 Microscopia electronica de barrido*

En la figura 11 se observa un diagrama general del procesamiento de las muestras
para su observaciéon en el microscopio electronico de barrido. Las muestras se
dividieron en cuatro secciones, en relacion al tamafio de la agalla. Posteriormente,
se cortaron a la mitad longitudinalmente y transversalmente, luego se les dio forma
de cuadrado de aproximadamente un 1 cm?y se fijaron en una solucién de
glutaraldehido al 3% en regulador de Sorensen’s 0.1 M pH 7.2 durante 24 horas
(Ruzin, 1999). Posteriormente, se realiz6 una deshidratacion gradual con etanol al
30°,40°, 50°, 60°, 70°, 80°, 90° y, dos cambios sucesivos al 100° durante dos horas

en cada una de las disoluciones y soluciones mencionadas anteriormente.

* Este estudio de la Microscopia Electronica de Barrido se realizé en el Laboratorio
de Microscopia Electronica del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, bajo
la direccion de la Dra. Hilda Araceli Zavaleta Mancera.
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Las muestras se colocaron en un secador por punto critico (secadora Samdri-780,
Tousimis) con CO:z liquido a 1250 PSI y una temperatura de 31°C. El etanol fue
eliminado durante 20 minutos y la muestra se secO durante 40 minutos,
aproximadamente. A continuacion, las muestras se montaron en porta muestras de
laton con cinta doble adhesiva de carbon, se recubrieron con una aleacion de oro-
paladium (80:20%) durante 20 minutos en una ionizadora lon Sputter JFC-1100
(Jeol, Fine Coat, Japdn) y se observaron en el microscopio electronico de barrido
MEB (JEOL JSM 6390) operando a 10 y15 KV. En la figura 7, se ilustra un esquema
general del procesamiento de las muestras para su observacion, descripcion y

caracterizacion al microscopio electronico de barrido.
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Figura 7. Diagrama de flujo de procesamiento de muestras de microscopia electronica de barrido.
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8.3 Determinacién de propiedades funcionales de las agallas de U. maydis
8.3.1 Toma de muestra

Las mazorcas infectadas de huitlacoche se desgranaron, se clasificaron en las
diferentes etapas en relacion a la descripcion de Pataky y Snetselear (2006) y se
colocaron en un horno de secado (Lab-line, U.S.A.) a 40 °C por 24 horas.

8.3.2 Elaboracién de los macerados

Se pesaron 2 gramos de las muestras secas de cada una de las etapas, del control,
y de las cepas de referencia (Fig. 8). Las muestras se molieron en un mortero,
posteriormente se maceraron con 30 mL de una solucion hidroalcohdlica al 30% se
dejaron reposar por 24 horas. Los macerados se filtraron con papel filtro de poro de

20 ym, en un embudo colocado al vacio.

C E1l E2 E3 E4 ES E6

Figura 8. Macerados en solucion hidroalcohdlica. Se observa los diferentes
colores de los macerados de acuerdo a la etapa. C= control. E= Etapa.

8.3.3 Caracterizacion de los macerados

A continuacion, se detallan los protocolos para cada variable estudiada.

pH, Conductividad y Resistividad

Se llevo a cabo la medicibn de pH, conductividad y resistividad, con un
potenciometro (Mettler Toledo, modelo Seven Excellence). Se realizaron 4 réplicas.
Grados Brix

Con una micropipeta de 1 mL (Thermo Scientific, Finnpipette) se tomaron 300 pL
de cada macerado. Cada muestra se coloco en el lector del refractometro (PAL-1

ATAGO), previamente calibrado (n=4) con agua destilada.
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Rendimiento por gravimetria (mg/mL)
Con una micropipeta de 1 mL (Thermo Scientific, Finnpipette) se tomaron muestras
de 0.2 mL en cajas de Petri previamente pesadas, y se colocaron en un horno de
secado (Lab-line, U.S.A.) a 40 °C por 24 horas hasta la evaporacion del solvente y
peso constante. Posteriormente, se realizaron las operaciones para calcular el
rendimiento en mg/mL de cada muestra (n=3).
8.3.4 Propiedades nutricionales de los macerados
8.3.4.1 Determinacion de proteinas
Se prepard una solucion Stock de albamina bovina [1 mg/mL] pesando 1 mg de
albumina bovina la cual se disolvié en 1 mL de agua destilada. Una vez que se
obtuvo la solucion stock se procedié a preparar la curva de calibracién mediante la
conformacion de diferentes diluciones. Dichas diluciones tenian una concentracion
conocida, (0, 10, 20, 40, 60, 80, 100) pug/mL.

Se colocaron 80 pL por pozo de cada muestra a analizar usando una dilucion
1/50 vy la curva de calibracién, posteriormente se agregaron 20 pL de colorante (Bio-
Rad Protein Stains), las microplacas se incubaron por 30 minutos en obscuridad
para posteriormente leer en el espectrofotometro (Biotek, Epoch) a una longitud de
onda de 595 nm. La ecuacion para el célculo de proteinas se determin6 en el
programa de computo Excel, con base en los datos graficados de la curva de
calibracion.
8.3.5 Propiedades funcionales de los extractos
8.3.5.1Polifenoles totales
Para la cuantificacion de los polifenoles totales se us6 el método colorimétrico-
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Muller et al., 2010). Se prepararon las
siguientes soluciones:
Solucién saturada de carbonato de sodio (Sigma, Aldrich). Se disolvieron 7.5 g de
carbonato de sodio en 100 mL de agua destilada. Para inducir a la precipitacion se
agregaron 0.3 g de carbonato de sodio y se colocé en refrigeracién durante una
hora.
Reactivo Folin-Ciocalteau. En un matraz volumétrico de 10 mL se puso 1 mL del

reactivo Folin-Ciocalteau (Sigma, Aldrich) y se aforé con agua.

30



Solucion stock de acido galico (Sigma, Aldrich) a 1000 ppm. Se pesaron 10.05 mg
de &cido galico y se disolvieron en 0.5 mL de etanol para ayudar a su disolucion, se
aford a 10 mL con agua destilada.

Curva de calibracion. En matraces aforados de 10 mL y envueltos con papel
aluminio para evitar la exposicion a la luz, se pusieron 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 mL
de la solucién stock de acido galico (Meyer) y se aforaron con agua destilada.
Dichas soluciones tuvieron una concentracién de 0, 25, 50, 100, 150 y 200 ppm,
respectivamente.

Método: En una microplaca de 96 pozos se tomaron 5 réplicas de 20 yL de cada
muestra, solo en el caso de los extractos debido a la intensidad de su color se tuvo
que hacer diluciones 1/10 para evitar que los valores de la absorbancia fueran
mayores a 1.5. Posteriormente, se agregaron 100 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteau, 75 pL de soluciéon saturada de carbonato de sodio. La placa se incubo
a temperatura ambiente y en oscuridad por 2 horas. Al término del tiempo de
incubacion, se leyé la placa en un espectrofotometro de microplacas (Biotek, Epoch)
a una longitud de onda de 740 nm.

La ecuacion para el calculo de polifenoles totales como equivalentes de acido
galico (mg EAG/g) se determin6 en el programa de cémputo Excel, en base a los
datos graficados de la curva de calibracién. Con los valores de la solucion estandar
de acido galico se construyd una linea de tendencia, la ecuacion de la recta y el
valor de R?. Los valores de la ecuaciéon (y= mx + b) se utilizaron para determinar la
concentracion del 4cido galico presente en los extractos.
8.3.5.2 Cuantificaciéon de la actividad antioxidante por DPPH
Preparacion de la muestra
A partir de los extractos se prepararon las soluciones stock, en el programa Excel
“Diluciones”, donde se determinaron las respectivas alicuotas, necesarias para
preparar concentraciones de 1000, 500, 250, 100, 50, 10 y 0 pg/mL de los extractos.
Preparacion de los estandares
A partir de la solucién stock de cada estandar se prepararon las diluciones para
determinar las curvas de concentracion (cuadro 4). Preparacién de la solucién de
DPPH: La solucion del radical libre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) (0.4 mM) en
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Cuadro 4. Concentraciéon (ug/mL) de la muestra y del estandar para la
determinacion de la actividad antioxidante.

Muestra (ug/mL) BHT
0 0

10 0.25
50 0.5
100 0.75
250 1
500 5
1000 10
2000 25

BHT= Butilhidroxitolueno.

metanol grado analitico se prepar6 en un matraz completamente cubierto con papel
aluminio. El volumen a preparar depende de la cantidad de muestras a evaluar (4
mL por microplaca de 96 pozos). Se prepard 10 mL a una concentracion 0.4 mM de
2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH).

Preparacion de la microplaca: Se hicieron 5 réplicas por columnas; y se pusieron
160 uL de cada macerado y los extractos estériles como testigo negativo, en sus
diferentes concentraciones. Posteriormente, se adicionaron 40 uL de la solucién de
DPPH (0.4mM). Las placas se incubaron en obscuridad durante 30 minutos;
posteriormente, se leyo en el espectrofotébmetro (Biotek, Epoch) a la longitud de
onda de 517nm.

Céalculos: A partir de las absorbancias obtenidas se determiné el porcentaje de
actividad antioxidante con la ecuacion que se presenta a continuacion (Murillo et al.,
2007).

Acontrol(—) - Aextracto

% Actividad Antioxidante = X100

Acontrol(—)

A control (-): Absorbancia del DPPH (solo) al tiempo 0.
A extracto: Absorbancia de los extractos.

8.3.6 Analisis estadistico

Todos los experimentos se analizaron mediante un disefio experimental
completamente al azar y algunas variables se evaluaron mediante un analisis de
varianza (ANOVA), se les aplicé la prueba de Duncan (a= 0.05), y se realizé un
analisis de componentes principales en el programa SAS 9.4.
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IX. RESULTADOS
9.1 Comercializaciéon y consumo de huitlacoche

Ubicacion de los mercados en Pueblay Tlaxcala

Los lugares donde se realizaron las encuestas en los Mercados de Puebla y
Tlaxcala se muestran en la figura 9, donde puede observarse que se ubican once
mercados en Puebla y uno en Tlaxcala.

[ndice

a) Mercado Independencia

b) Mercado El Mayorazgo

c) Mercado Zapata

d) Mercado San Baltazar
Campeche

e} Mercado Melchor Ocampo

f) Mercado Xonaca

gl Mercado Morelos

B h) Mercado 5 de mayo

1) Mercado El Parral

y [) Mercado Venustiano
Carranza

k) Mercado Defensores de Ia
Repiblica

1) Mercado Hidalgo

m} Mercado Cholula

|
Figura 9. Mapa de ubicacién de los mercados en la ciudad de Puebla en donde

se comercializa Ustilago maydis (huitlacoche).

En el cuadro 5 se muestran las direcciones de los mercados, fecha de realizacion
de la encuesta, precio, presentacién y procedencia del huitlacoche. Se aplicaron
152 encuestas, mismas que fueron realizadas entre el 9 de junio al 17 de julio del
2018. Durante el periodo mencionado, el precio del huitlacoche varié de $40.00 a
$80.00 M.N. por kilogramo. En promedio el precio del hongo fue de $60 pesos (MN)
por kilogramo y en todos los casos la presentacién de venta fue desgranada (fig.
10), a excepcidn de tres mercados donde se vendio el huitlacoche tanto en mazorca
como desgranada (Mercado Xonaca, Mercado de Cholula y Mercado de Tlaxcala).
En todos los casos, los encuestados mencionaron que la disponibilidad del hongo

33



es de todo el afo. En la figura 10, se observa la forma de comercializacion en
mercados muestreados. Puede notarse que en todos los casos la forma de venta
es la desgranada a granel. Por otro lado en los supermercados, en cuatro de los
seis muestreados se mostré su venta. Fue en este lugar donde se encontro los
precios mas altos con $90.00 por kilogramo y la forma de venta fue desgranada en
charolas de unicel en todos los casos. En la figura 11, se muestra la presentacion
de huitlacoche en los supermercados, puede notarse a simple vista que los hongos

estan deshidratados.
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Cuadro 5. Comercializacion del hongo comestible Ustilago maydis (huitlacoche) en la ciudad de Puebla, Cholula y Tlaxcala. D=desgranado,

M=mazorca.
Clave Mercado Direccion Fecha Puntos de | Precio kg. ($) Precio kg. Presentaci | Procedencia ¢ Disponibl
venta M.N. (Dolares, 6n e todo el
EUA)* afio?
1 5 de | Av 18 | 9.Junio 1 65 3.2 D Central de Abasto Si
Mayo Poniente, 2018 de Ab -
Puebla 2 60 2.9 D Central de Abastos Si
3 65 3.4 D Central de Abastos Si
2 El Parral | Privada 7 | 9. Junio 1 80 3.93 D Huaquechula y Central Si
Poniente, 2018 de Abasto
Calle 9 Sur, 2 60 2.9 D Central de Abastos
Puebla
3 70 3.4 D Central de Abastos
3 Emiliano | Av. 10.Junio 1 60 2.9 D Distrito 10, San Si
Zapata Bugambilias 2018 Gregorio
S/N, Rancho Zacapechcan
Xalapa, 2 48 2.3 D No sabe Si
Puebla 3 48 2.3 D Tepeaca Si
4 80 3.9 D No sabe
4 Independ | Blvd. 9.Junio 1 40 23 D Atlixco Central de Si
encia Municipio 2018 Abasto
Libre SIN, 2 60 2.9 D Invernadero Si
Campestre 3 65 3.2 D Central de Abastos Si
Mayorazgo,
Puebla
5 Defensor | Diagonal 19.Junio 1 60 2.9 D Central de Abasto Si
es Qe _Ia Defensores 2018 2 65 3.4 D Se ignora procedencia Si
Republic | de la _ _ _
a RepUblica # 3 65 3.4 D Se ignora procedencia Si
91, Puebla
6 Melchor Avenida 21 | 29.Junio 1 80 3.9 D Central de Abasto Si
Ocampo | Oriente 215, | 2018 2 65 3.2 D Se ignora procedencia Si
Puebla 3 65 3.2 D Se ignora procedencia Si
7 Hidalgo Boulevard 22.Junio 1 60 2.9 D Acatlan de Osorio y Si
Norte s/n, 2018 Central de Abasto
Cleotilde 2 65 3.4 D
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Torres, 3 65 34 D
Puebla
8 San Calle 20 de | 23.Junio 1 60 2.9 D Huaquechulay Central Si
Baltazar Noviembre 2018 de Abasto
4715, Puebla 2 65 3.2 D No sabe
3 65 3.2 D No sabe
9 Morelos Calle 20 de | 27.Junio 1 60 29 D Central de Abasto Si
noviembre 2018 2 65 3.4 D No sabe
4715, Puebla 3 65 34 D No sabe
10 Xonaca De La Quinta | 28.Junio 1 80 3.9 D Central de Abasto
de Zaragoza | 2018 2 65 3.2 D y m | Central de Abastos
S/IN  esquina (G3)
con 22 Norte, 3 65 3.2 D No sabe
Aldama,
Puebla
11 Mercado | Centro, 11.Julio 1 70 34 D y m|Atlixco y Pueblos Si
de Cholula 2018 (G2) cercanos
Cholula
2 65 3.4 D No sabe
3 65 3.2 D No sabe
12 Mercado | Centro, 12.Julio 1 60 2.9 D y m | Pueblos circundantes Si
de Tlaxcala, 2018 (G2)
Tlaxcala | Tlax.
Supermercados en la Ciudad de Puebla
13 Chedraui | Plaza Crystal | 16.Jul.2 1 90 4.4 D Edo. De México No saben
018
14 Bodega 11 Sur y 89 | 17.Jul.2 No hay
Aurrera l | Pte. 018
15 Bodega Bulevar 17.Jul.2 No hay
Aurrera 2 | Torrecillas 018
16 Soriana Bulevar 17.Jul.2 1 90 4.4 D Se ignora procedencia | No saben
Municipio 018
Libre
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17 Superam | Via Atlixcayotl | 18.Jul.2 1 90 4.4 Se ignora procedencia | No saben
a 018
18 Wal Mart | Via Atlixcayotl | 18.Julio 1 90 Se ignora procedencia | No saben
2018

* Precio de dolar= $20.312, fecha de consulta junio 7, 2018.
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Figura 10. Presentacion de la venta del huitlacoche (Ustilago maydis) en algunos
puestos de los mercados de Puebla y Tlaxcala. a. Mercado Zapata. b. Mercado
Independencia. c. Defensores de la Republica. d. Mercado de Xonaca. e. Mercado
Morelos. f. Mercado de Cholula.
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Figura 11. Diferentes formas de las presentaciones en que ponen a la venta de
U. maydis en los supermercados de la Ciudad de Puebla. 1. Chedraui. 2. Soriana.
3. WalMart. 4. Superama.

Consumo de huitlacoche

La encuesta electrdnica realizada mostro resultados interesantes sobre el consumo
y conocimientos que acerca del huitlacoche tiene la poblacion. Una de las
caracteristicas mas importantes de las personas encuestadas fue la edad, que se
ha considerado como un factor importante para fomentar el consumo de productos
tradicionales. Las personas encuestadas tuvieron una edad promedio de 35 afos,
de las cuales 81 (52%) fueron hombres y 76 (49%) mujeres. En el figura 12 se
presentan los resultados obtenidos con respecto al conocimiento del huitlacoche ,
donde se puede observar que un 99% de los encuestados afirma que si conoce al
hongo. Con lo que se puede corroborar que el huitlacoche es un alimento
ampliamente conocido.
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99%

Figura 12. Encuestados (%) que mencionaron conocer el hongo huitlacoche.

Se muestra en la figura 13, el lugar donde adquieren el huitlacoche las
personas entrevistadas, y donde podemos ver que 137 (88.4%) personas dicen
conseguirlo en el mercado, 3 (1.9%) personas lo adquieren en el supermercado y

15 (9.7%) no sabe donde conseguirlo.

160

140

120

100

80

Personas

60

40

20 E
. i 3 RERH

Mercado Supermercado No sé donde conseguirlo

Lugar

Figura 13. Lugar donde adquieren el huitlacoche las personas entrevistadas.
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Como se puede ver en el figura 14, se observa que un 70.9% de la muestra

conoce de 1 a 3 guisos, un 21.9% tiene conocimiento de 4 o 5 platillos diferentes,

mientras que solo el 7% tiene el conocimiento de 6 platillos 0 mas.
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Figura 14. Conocimiento de los usos gastrondmicos para el huitlacoche en la muestra.

Como se muestra en el figura 15, se puede aseverar que el consumo

generalizado de este hongo se hace mediante el sofrito y la condimentacion,

agregando queso y granos de elote, con tortilla o sin ella, puesto que 109

encuestados respondié que lo consume de esta manera, mientras que solo 54

encuestados afirmé consumirlo de alguna manera diferente.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

Personas

Tacos y quesadillas

Frito Otro guiso
Platillos

Figura 15. Platillos en los que se consume huitlacoche habitualmente.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en el figura 16, referente a la pregunta:
¢ A sus hijos les gusta el huitlacoche ?, se puede observar que de los encuestados
que tienen hijos (33.5%) y que consumen huitlacoche, al 48% de ellos les agrada el
hongo, mientras que a un 52% no les agrada, con esto se puede afirmar que no

existe una amplia diferencia de preferencia entre los menores.
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Figura 16. Aceptacion del huitlacoche con los hijos de los encuestados.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la encuesta, sobre los
conocimientos del huitlacoche como alimento funcional (figura 17), los resultados
indicaron que el 60% de los encuestados conocen de algun beneficio nutricional
aportado por el consumo de huitlacoche , mientras que, el 40% restante no conoce
sobre los beneficios del huitlacoche a la salud. Con base en esto se podria decir

que mas de la mitad de los encuestados conocen de uno o varios beneficios.
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40%

Figura 17. Proporcion de encuestados que conocen los beneficios del huitlacoche.

Consumo

En el figura 18, los datos mas destacados muestran que 105 (67%) personas
consumen una vez al mes huitlacoche de forma habitual, mientras que 19 (12.3%)
personas lo consumen dos veces por mes y 17 (11%) personas lo consumen 3

veces al mes.
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Figura 18. Consumo de huitlacoche en un mes.
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En los resultados obtenidos en la pregunta sobre la frecuencia en la que los
encuestados quisieran consumir huitlacoche en un mes (figura 19) se observa gran
variabilidad, sin embargo, la mayoria respondieron que quisieran consumir el hongo
huitlacoche de 1 a 4 veces al mes. Siendo el valor mas alto 4 veces (24.5%) al mes
(38 encuestados), seguido de una vez (21.3%) al mes (33 encuestados), las
frecuencias con las que menos encuestados quisieran consumir huitlacoche al mes

fueron de 7, 9 y 8 dias con 1, 2 y 4 encuestados respectivamente.
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Figura 19. Recurrencia del consumo de huitlacoche en un mes.
Se observa en la figura 20 que 71% (110) de las personas aseguran que Si

les gustaria consumir huitlacoche durante todo el afio, mientras que 29% (45),

mencionan que no les gustaria consumirlo durante todo el afio.
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Figura 20. La disposicion a consumir huitlacoche.

9.2 Morfologia macro y microscépica del huitlacoche (U. maydis)

Las mazorcas se obtuvieron de la Central de Abastos de la Ciudad de Puebla. En
la figura 21 y 22 se observan los diferentes grados de infeccion que puede tener
una mazorca y la variedad de formas que van tomando de acuerdo a los tumores.
En el caso de la figura 21a, se observa un grado dos de infeccién, debido a que s6lo
la mitad de la mazorca se encuentra infectada, pero con una etapa cuatro debido a
que la agalla se est4, colapsada y se observan las teliosporas. En el caso de la b, ¢
y se puede observar un grado de infeccién tres, debido a que la mazorca se
encuentra toda infectada, aunque en el caso de la b la etapa es tres porque la agalla
estd a punto de colapsar, y en el caso de c, se trata de una etapa temprana (E2),
un dos, debido a que los granos apenas se comienzan a observar de otro color y no

existe una deformacién tumoral grave.
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Figura 21. Mazorcas de elote con bracteas infectadas con Ustilago maydis
utilizadas en esta investigacion.
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Figura 22. Mazorcas infectadas por Ustilago maydis desgranadas.

En la figura 23, se observan cortes transversales de las mazorcas. En el
inciso a se puede apreciar la mazorca sin infeccion, mientras que en el inciso b, se
observa una infeccion en etapa dos, apenas diferencidndose con el cambio de color
de los granos y leve crecimiento de los mismos. En el inciso ¢, se observa una gran

deformacion de las agallas y su comparacion en tamafio con los granos que no se

encuentran infectados.
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Figura 23. Corte transversal del elote sin infeccion de U. maydis (a) y con

diferentes grados de infeccién (b-c).

En la figura 24, se observan el proceso de desgranado de una mazorca de
huitlacoche. En el inciso a, un corte transversal hace notar que ha desaparecido el
olote, transformandose en agallas. En el inciso b, agallas desgranadas. En el inciso
c, como fueron tomadas las medidas de las agallas. En el inciso d, las agallas
clasificadas en relacion a su tamafio. Cada agalla se agrupé en una etapa en
relacion a su tamafio (Cuadro 6) donde el volumen mas grande correspondié al
obtenido en la etapa 4 (8.841 cm?®) mientras que el grano de maiz (0.295 cm?) tuvo

el menor valor. (Cuadro 7).
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Figura 24. Desgranado de granos de maiz infectados con Ustilago maydis. a:
Corte transversal de una mazorca totalmente infectada de huitlacoche. b:
Desgranado. c: Medicion para clasificacion de las agallas. d: Clasificacion de las
agallas de acuerdo a su tamafio, en etapa 1 a etapa 6.
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Cuadro 6. Tamafo (cm) de las agallas frescas de granos infectados con Ustilago maydis comparado con el del grano de
elote sano, durante las diferentes etapas de la infeccion. L= largo; a= ancho; g= grosor.

REPLICA Control Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5 Etapa 6

L A G L A G L A G L A G L A G L A G L A G

1 1 09 05 18 1 08 145 12 11 26 22 15 34 37 3 35 23 2 34 28 11
2 112 09 05 13 115 0% 16 11 08 27 22 15 32 27 18 32 31 25 3 32 18
3 1 08 05 15 11 09 18 14 11 26 17 13 27 24 12 19 29 25 29 19 15
4 13 09 05 12 11 09 135 1 095 25 22 12 29 2 12 35 31 23 138 3 2.8
5 112 09 05 15 125 09 165 135 11 15 2 2 36 25 16 29 28 14 23 38 11
6 12 09 04 17 13 08 12 11 08 18 16 16 21 25 22 28 18 225 28 25 18
7 1 69 05 15 11 07 15 12 11 2 15 12 23 29 25 28 24 21 27 32 1.2
PROMEDIO 110 0.88 048 150 114 085 150 1.19 099 224 191 147 288 267 192 294 262 215 270 291 16

DESV.EST. 0.11 003 003 020 010 0.09 019 014 014 047 030 028 055 053 067 055 048 038 051 060 0.60
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Cuadro 7. Peso (g) de las agallas frescas del huitlacoche Ustilago maydis,
comparado con el de grano de elote (control).

Réplica Control Etapal Etapa?2 Etapa3 FEtapa4 Etapa5 Etapa6

1 0.2164 0.401 0.2674 0.9586 1.0533 1.8811 5.4276
2 0.2324  0.293 0.1321 0.4349 1.3621 2.4355 3.5955
3 0.2467 0.5833 0.3268 0.7889 0.9414 1.8361 4.7183
4 0.191 0.3589 0.1579 0.6889 0.9792 2.1876 3.9146
5 0.2416 0.4961 0.2243 0.5064 1.5709 2.4839 4.7994
6 0.2215 0.4407 0.4177 0.5311 1.2415 2.2661 4.845

7 0.2423  0.3855 0.4156 0.4554 1.0389 2.9613 4.2155

Promedio 22741 0.42264 0.27740 0.62346  1.16961  2.29309  4.50227
Desv.
Est. 0.01959 0.09509 0.11513 0.19579  0.23173 0.38592  0.62696

Cuadro 8. Volumen de las agallas frescas de Ustilago maydis comparado con el
de grano de elote (control).

Réplica  Control Etapal Etapa2 FEtapa3 Etapa4 Etapa5 Etapa6

(cm?®) (cm3) (cm?®) (cm?3) (cm?3) (cm?3)
1 0.268 0.905 1.023 4.849 19.980 9.203 7.54
2 0.303 0.762 0.831 5.084 8.853 13.215 9.93
3 0.236 0.831 1.542 3.406 4.849 7.544 4.85
4 0.382 0.666 0.697 3.983 4.402 13.671 8.51
5 0.303 0.943 1.337 3.226 8.853 6.941 7.24
6 0.303 1.064 0.578 2.424 6.098 6.233 6.94
7 0.268 0.697 1.064 2.013 8.853 7.544 6.94
Promedio 0.295 0.838 1.010 3.569 8.841 9.193 7.42
Desv. 0.046 0.143 0.344 1.153 5.280 3.042 1.56
Est.
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En la figura 25 se observan cortes longitudinales vistos en un microscopio
estereoscopico Leica. En el inciso a, un grano de maiz sin infeccién. En el inciso b,
la etapa 1, donde apenas se ve una trasformacién en el tamafio del grano de maiz.
En el inciso c, la etapa 2, la deformacion del grano es evidente y comienzan a
aparecer teliosporas. En el inciso d, la etapa 3, que podria decirse ya es
propiamente una agalla, con teliosporas. En la figura 26 se observan cortes
longitudinales de las etapas tardias. En el inciso a, la etapa 4, una acumulacién
extensa de teliosporas y la deformacion completa del grano de maiz. En el inciso b,
la etapa 5, un fragmento de la agalla, ya que es demasiado grande para su
observacion completo en el microscopio, donde se hace énfasis en los surcos que
se producen en los estados tardios de transformacion de un grano de maiz a una
agalla. En el inciso c y d, la etapa 6, la agalla ya ha sufrido una transformacién
completa y su textura es totalmente de hongo; en esta etapa se abre el pericarpio

de la agalla para dejar salir las teliosporas.

Figura 25. Microfotografias obtenidas por microscopia de luz de muestras de
granos de maiz infectados con Ustilago maydis incluidos en parafina de U.
maydis. Cortes longitudinales de: a. Grano de maiz sin infeccion del hongo
(Control). b. Grano de maiz infectado de U. maydis, etapa 1. c. Grano de maiz
infectado de U. maydis, etapa 2. d. Grano de maiz infectado de U. maydis, etapa
3.
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Figura 26. Microfotografias obtenidas por microscopia de luz de muestras de
granos de maiz infectados con Ustilago maydis incluidos en parafina de U.
maydis. Cortes longitudinales de: a. Grano de maiz infectado de U. maydis, etapa
4. b. Grano de maiz infectado de U. maydis, etapa 5. c. Grano de maiz infectado
de U. maydis, etapa 6. d. Grano de maiz infectado de U. maydis, etapa 6.

9.2.1 Microscopiade Luz

En la figura 27 y 28 se muestran cortes longitudinales de granos de maiz y agalla
de huitlacoche, las observaciones en el microscopio estereoscépico permitieron que
los granos de maiz y las agallas se pudieran observar casi completamente sin la
necesidad de seccionarlas y para asi poder diferenciar mejor sus estructuras. Las
tinciones permitieron identificar las partes del grano de maiz (figura 27a), en grano
fresco sin ningun fijador antes de tefiir la muestra con azul de toluidina y se observan
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estructuras como el pericarpio, endospermo suave, el escutelo y el embrion como
reporta Borok et al. (2018). En el inciso b, no se observé una diferenciacion clara ya
que se utilizé FAA y PBS antes de tefiir la muestra y como resultado el grano mostré
una coloracién homogénea. En el inciso ¢ y d, ocurre la misma dinamica de tincién,
pero con una agalla de huitlacoche, y de igual manera se observa que en la
coloracion del inciso c, sin fijadores, hay una diferenciacion mas clara que en el
inciso d con fijadores donde parece que se satura el tinte y se homogeniza la
muestra. En el inciso e, se observa el grano de maiz, con una tincion de Brillante R.
en este caso a diferencia del azul de Toluidina y Congo Red Kongorot que tardaron
menos de cinco minutos en tefir los granos y agallas, la muestra tuvo que reposar
alrededor de veinte minutos con Brillante R ya que no fijaba el color. Se utilizaron
ejemplares frescos porque con los fijadores simplemente no se tifio la muestra. En
las muestras de los incisos c, d y f, del huitlacoche se observa en color oscuro
densos manchones de teliosporas con una distribucién en la parte posterior de la
agalla.

La tincion de Congo Red Kongorot tuvo reacciones similares a las de azul de
Toluidina, las muestras con a, c, tiieron mas que la b, que tenia PBS y FAA, en el
caso del huitlacoche ni siquiera se realizé la tincion. Los incisos d, e y f, fueron
mezclas de las dos tinciones para observar si se podia diferencias estructuras en
relacion a la coloracion, el color azul de Toluidina se saturo un poco en el inciso d,
mientras que el color de azul de toluidina quedo mas externo en el caso de e y f
(Figura 28).
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Figura 27. Microfot

ografias obtenidas por microscopia de luz en Ustilago maydis:
cortes en parafina de U. maydis. Tincibn de granos de elote y agallas de
huitlacoche (U. maydis). a. Grano de elote fresco con azul de toluidina. b. Grano
de elote con FAA y azul de toluidina. c. Agalla fresca con azul de toluidina. d.
Agalla con FAA y azul de toluidina. d. Grano de elote con Brillante R. e. Agalla con

Brillante R.
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Figura 28. Microfotografias obtenidas por microscopia de luz en Ustilago maydis:
cortes en parafina de Ustilago maydis. Tincion de granos de elote y agallas de
huitlacoche (Ustilago maydis). a. Grano de elote con Congo Red Kongorot. b.
Grano de elote con FAA y Congo Red Kongorot. c. Agalla fresca con Congo Red
Kongorot. d. Grano de elote fresco con azul de toluidina y Congo Red Kongorot.

e. y f. Agalla fresca con azul de toluidina y Congo Red Kongorot.
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En la figura 29 se observan cortes longitudinales de muestras de huitlacoche
incluidas en parafina, evidenciando el germen del grano de maiz (fig. 29a-c) y las

teliosporas en forma de puntos rojos (fig. 29b y d).

Figura 29. Microfotografias obtenidas por microscopia de luz de cortes
longitudnales de muestrsa de huitlacoche incluidas en parafina.

Se obtuvieron mazorcas infectadas con Ustilago maydis de la central de abastos de

la Ciudad de Puebla a partir de las cuales fueron aisladas cepas de este hongo
(Figura 30).
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Figura 30. Mazorcas de elote con bracteas infectadas con Ustilago maydis
utilizadas en esta investigacion. a. Ejemplar 1. b. CP-963 (ejemplar 2). c. CP-964
(ejemplar 3). d. Ejemplar 4.
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9.2.2 Microscopia electronica de barrido*

El analisis de microscopia electronica de barrido permitié caracterizar las diferentes
etapas morfolégicas que presenta la transformacion del grano de maiz a agalla,
durante las diferentes etapas de infeccion con U. maydis. Se diferenciaron cuatro
etapas: etapa uno, donde se observa el grano de maiz sin ninguna transformacion
estructural pero invadida por teliosporas y algunos cumulos de hifas. En la etapa
dos se empiezan a observar una degradacion de las estructuras vegetales, se
pueden ver también teliosporas en etapas primigenias. En la etapa tres predomina
un exceso de teliosporas, masas mucilaginosas cubren la remanente de las
estructuras vegetativas. La etapa cuatro fue similar a la etapa tres.

La microscopia nos ayudé a entender el desarrollo de las hifas y la formacion
de las teliosporas. Banuett (1996), reportd que nueve dias después de la
inoculacion, las hifas fungicas parecen estar envueltas en material mucilaginoso. El
contorno de las hifas parecer ser indistinto en este periodo, y las hifas parecen estar
hinchadas y adheridas entre ellas. Las hifas ya no se encuentran rectas, sino que
se entrelazan una alrededor de otra con las células hospederas. Los extremos de
las regiones de muchas de las hifas forman una apariencia lobulada, que podria ser
la consecuencia de la vasta formacion de pequefias ramificaciones. La
fragmentacién de las hifas en segmentos de una a muchas células elongadas
también es aparente en esta etapa. Para Banuett esta claro que la fragmentacion
de las hifas ocurre dentro de las células tumorales y no entre las células como se
habia reportado previamente (Mills y Kotzé, 1981; Snetselaar y Mims, 1994). En
general, las imagenes del corte transversal comparten caracteristicas, por ejemplo,
gue en la parte superior de once de las imagenes se observa la epidermis del
pericarpio y el mesocarpio.

La figura 31 ilustra las diferentes etapas del grano de maiz infectado por U.
maydis durante las diferentes etapas de la infeccion. La etapa uno representa al

grano de maiz sin deformaciones estructurales, aunque existen la

* Este estudio de la Microscopia Electronica de Barrido se realizd en el Laboratorio de
Microscopia Electréonica del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, bajo la
direccion de la Dra. Hilda Araceli Zavaleta Mancera.
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presencia de teliosporas, se logra diferenciar el endospermo con formas
predominantemente hexagonales. En el lumen celular se aprecian pequeias
teliosporas, algunas en etapas primigenias. Los cortes transversales muestran la
forma hexagonal de las células del endospermo (fig. 31b, e, h), y se pueden ver
claramente las células transversales del pericarpio. Se puede observar las esporas
pegadas a la epidermis del pericarpio. También se alcanzan a notar estomas en la
superficie de la epidermis del pericarpio (fig. 31c, f, i).

La etapa dos se caracterizdé por una leve degradacion del tejido vegetal y una
acumulacion mas extensa de teliosporas en una etapa mas madura (fig. 32).
También se comienzan a ver masas mucilaginosas. Un corte de la seccién
transversal, muestra las células hexagonales un tanto deformadas y teliosporas en
el lumen de las células (fig. 32a, d, g). El corte longitudinal deja ver aglomeraciones
de teliosporas a causa de la degradacion del tejido vegetal (fig. 32b, e y h). Se
observa una pérdida de estructura celular. De igual forma, se observa la epidermis
del pericarpio, con sus caracteristicos estomas y a las teliosporas sostenidas (fig.
32c, f, i).
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Flgura 31. M|crofotograf|as de huitlacoche obtenidas por microscopia electrénica
de barrido: a. Seccion transversal en la etapa 1, CP-963 (ejemplar 2). b. Seccién
longitudinal de Etapa 1, CP-963 (ejemplar 2). c: Pericarpio, de Etapa 1, CP-963
(ejemplar 2). d. Seccion transversal de Etapa 2, CP-963 (ejemplar 2). e. Seccién
longitudinal de Etapa 2, CP-963 (ejemplar 2). f. Pericarpio, de Etapa 2, ejemplar
1. g. Seccion transversal de Etapa 3, CP-964 (ejemplar 3). h. Seccién longitudinal
de Etapa 2, CP-963 (ejemplar 2). i. Pericarpio de Etapa 3, CP-963 (ejemplar 2).
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Flgura 32. Mlcrofotograflas de hwtlacoche obtenidas por microscopia electrénica
de barrido: a. Seccion transversal de Etapa 4, ejemplar 1. b. Seccion longitudinal
de Etapa 4 de ejemplar 1. c. Pericarpio de Etapa 4, ejemplar 1. d. Seccion
transversal de Etapa 5, ejemplar 1. e. Seccion longitudinal de Etapa 5 de CP-964
(ejemplar 3). f). Pericarpio de Etapa 5, ejemplar 1.

9.3 Propiedades de las agallas comerciales del huitlacoche

Caracterizacion de los macerados

Después de macerar cada muestra correspondiente a las etapas seleccioneadas de
U. maydis se observa que el color de las muestras van de amarillo-pélido a amarillo
obscuro (fig. 33). Por otro lado, después de este tiempo de maceracion el peso
inicial de 2g de cada muestra disminuyd, con variaciones en cada etapa (fig. 34).
De igual forma, las muestras de huitlacoche que contenian a los hongos de
referencia, pierdieron peso después de 24 horas de maceracion. La muestra que
mas peso perdio fue la correspondiente a la cepa de referencia de U. maydis (CP
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436x437), con mas de 1g, seguido de la muestra infectada con la cepa CP-296 del
hongo Neolentinus lepideus con cerca de 1g, todas durante la etapa 1 de la
infeccion. La muestra menos peso perdio fue la cepa CP- 145 de G. lucidum (menos

de 0.29), y el gramo de elote cerca de 0.4g (fig. 35).

C El E2 E3 E4 =) R6
Figura 33. Diferentes volimenes y coloraciones de los macerados demuestras
de huitlacoche. E= Etapa. R= cepa de referencia de Ustilago maydis.

C El E2 E3 E4 ES E6

Figura 34. Apariencia de cada residuo solido de las muestras de huitlacoche
después de ser maceradas, correspondiente a cada una de las etapas de Ustilago
maydis. E= Etapa. R= cepa de referencia de Ustilago maydis empleada en la
preparacion de las muestras de huitlacoche.
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En la figura 35 se representa el peso humedo en gramos de las muestras después
de 24 horas en el horno de secado. El valor més alto fue de CP-145 que equivale a
Ganoderma lucidum. El grano tuvo un valor de 1.6 g, mientras que el valor mas bajo
es el reportado muestra infectada con la cepa de referencia. Los valores no varian
significativamente entre las diferentes etapas del huitlacoche.

En la figura 36 se observa la pérdida de peso seco de la muestra macerada. Las
muestras que menos perdieron peso fue la de la referencia infectada con U. maydis,
seguida de la ensayada con la cepa 286 de N. lepideus y comparado con el tiempo
necesario para alcanzar la etapa 1 de infeccion de U. maydis. Los demas perdieron
mas de 19 de peso. La muestra de G. lucidum (cp-145) casi perdio todo el peso. El
grano de maiz también muestra una baja disminucion de peso seco.

Posteriormente, el huitlacoche se mantiene estable a lo largo de todas las etapas

siguientes.
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Figura 35. Peso humedo (g) a las 24 horas a 40°C. E= Etapa. CP-145=
Ganoderma lucidum. CP-286= Neolentinus lepideus. R= cepa de referencia de
Ustilago maydis.
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Figura 36. Peso seco (g) de la muestra deshidratada de Ustilago maydis por 24
horas de macerado comparados con los obtenidos con las muestras de hongos

y con el grano de elote. E= Etapa. CP-145= Ganoderma lucidum. CP-286=
Neolentinus lepideus. R= cepa de referencia de Ustilago maydis.
En cuanto al volumen (mL) del solvente hidroalcohdlico recuperado, después de la
maceracion, éste vario de acuerdo a la muestra. El valor mas alto recuperado fue el
de la cepa de referencia. La etapa 6 presenta casi el mismo valor que el grano de
maiz sin infeccion (testigo negativo), mientras que en las etapas intermedios
disminuye el volumen. La cepa CP-145 de G. lucidum presenté el volumen

recuperado més bajo (16mL) (figura 37).
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Figura 37. Volumen (mL) del macerado recuperado después de la maceracion
de las etapas de Ustilago maydis, el grano de elote y las cepas de referencia. E=
Etapa. CP-145= Ganoderma lucidum. CP-286= Neolentinus lepideus. R= cepa
de referencia de Ustilago maydis.

En el cuadro 9 se reportan las caracteristicas de los macerados. Puede obervarse
una tendencia a la acidificacion de la muestra a medida que el hongo avanza en el
grano, obervandose que el control tuvo un valor de pH 6.55y en la etapa 5 alcanzé
un valor de 5.96 (fig. 38). La cepa de N. lepideus (CP-286) tmabien presenté un
valor inicial de alrededor de 6.0. La muestra de huitlacoche infectada con la cepa
referencia tuvo un valor menor de pH 5.5, mientras que la de G. lucidum (CP-145)
alcanzé el valor méas bajo con 4.8. Estos valores son mas altos a los obtenidos por

Pimentel-Gonzalez y Col. (2011) quienes obtuvieron valores de 4.26 a 4.44.
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Cuadro 9. Valores de los macerados obtenidos en el presente estudio.

Muestra pH Conductividad Resistividad °Brix Rendimiento
(uS/cm) (Ohms) (mg/mL)
Grano  6.55+0.10 3916.38+374.52 182.25+15.20 12+0.82 6.8+0.69
El 6.2310.04 6961.90+1595.55 104.5+23.81 13.58+1.75 26.73+4.57
E2 6.11+0.02 6083.43+1386.33 145+46.80 14.45+0.39 26.6+1.11
E3 6.16+0.09 7630.93+994.69 93.25+12.42 13.23+1.84 27.8+1.25
E4 6.09+0.06 7387.53+693.28  92.75%9.29 13.68+1.05 25.66+0.66
E5 5.96+0.03 7719.38+412.76  86.25%+4.03 12.18+3.16 25.4+0.6
E6 6.02+0.09 7644.95+1154.02 87.75+12.47 13.5+0.91 20.87+0.11
R 5.45+0.15 5164.88+412.76 117.00+12.42 15.60+2.45 36.07+1.8
CP-145 4.93+0.12 2441.10+374.52  252.50+8.90 13.00+1.67 9.8+0.48
CP-286 6.04+0.05 7339.55+345.67 82.75+7.34. 15.20+2.62 30.75+0.75

E= Etapa. CP-145= Cepa de Ganoderma lucidum. CP-286=
lepideus. R= Cepa de referencia de Ustilago maydis.
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Figura 38. pH de los macerados estudiados. E= Etapa. CP-145= Ganoderma
lucidum. CP-286= Neolentinus lepideus. R= Cepa de referencia de Ustilago
maydis.

En la figura 39 se presenta la conductividad de los macerados en las muestras
estudiadas, observandose un incremento durante las etapas de las muestras
infectadas con la cepa de referencia de Ustilago maydis, que superan por mucho a
los valores de grano de maiz. CP -286 tiene valores similares a los de las etapas.
En contraste, la referencia es menor a las etapas y el CP-145 es el que tiene menor

conductividad.
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Figura 39. Conductividad de los macerados estudiados de Ustilago maydis. E=
Etapa. CP-145= Ganoderma lucidum. CP-286= Neolentinus lepideus. R= Cepa
de referencia de Ustilago maydis.

En la figura 40 se observa la resistividad de los macerados de las muestras
estudiadas. La CP-145 de G. lucidum fue el que tuvo el valor méas alto. Le sigue el
grano de maiz. Las etapas tuvieron mucha menor resistividad que el grano de maiz,
manteniendo valores constantes durante las seis etapas. La resistividad de la cepa

CP-286 y N. lepideus y fue un poco mayor que la de las etapas.

300

250
200
150
100 B 000 \
50
0 P L L

Grano E1l E2 E3 E4 ES5 E6 Referencia CP-145 CP-286

Resistividad

Muestras

Figura 40. Resistividad de los macerados estudiados de Ustilago maydis. E= Etapa. CP-

145= Ganoderma lucidum. CP-286= Neolentinus lepideus. R= Cepa de referencia de
Ustilago maydis.
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En lafigura 41 se pueden observar los grados Brix de las muestras. Se puede
notar que el contenido de soélidos solubles totales se incrementa a medida que
avanza el desarrollo de U. maydis, principalmente en la etapa 3. Estos valores son
notablemente mas altos que los mencionados por Pimentel-Gonzalez y Col. (2011)
quienes obtuvieron valores de 2.13 a 3.76 en U. maydis en los tres tipos de maiz.
Aun asi, los valores mas altos pertenecen a los obtenidos con la cepa de referencia
de U. maydis mientras que la cepa de CP-145 de G. lucidum, tuvo los valores mas
bajos entre las muestras. Por otro lado, en la figura 42 podemos observar los datos
obtenidos del rendimiento expresados en mg/mL de los extractos en las diferentes
etapas. La cepa de referencia de U. maydis fue la que presentd un mayor
rendimiento, seguida de la CP-286 de N. lepideus (fig. 42). La cepa CP-145 de G.
lucidum y el grano de maiz son los que tienen los valores mas bajos. Se observa un
incremento notable de rendimiento a lo largo del desarrollo de U. maydis sobretodo

en las primeras etapas.
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Figura 41. Grados Brix de los macerados estudiados de Ustilago maydis. E=
Etapa. CP-145= Ganoderma lucidum. CP-286= Neolentinus lepideus. R= Cepa
de referencia de Ustilago maydis.
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Figura 42. Rendimiento de los macerados estudiados de Ustilago maydis. E=
Etapa. CP-145= Ganoderma lucidum. CP-286= Neolentinus lepideus. R= Cepa
de referencia de Ustilago maydis.

9.4 Propiedades funcionales del huitlacoche

En el cuadro 9 se observan los valores obtenidos de las proteinas totales,
polifenoles y DPPH contenidos en las diferentes etapas en las muestras de
huitlacoche obtenidos en las diferentes etapas y los hongos de referencia.

Cuadro 10. Propiedades funcionales de las diferentes etapas de los macerados
de Ustilago maydis.

Muestra Proteinas Polifenoles (meq AG/mL  DPPH (IC 50%) (ug)
(ug/mL) de muestra)
Grano 46.43+2.45 ¢© 608.6+77.05 © 23.11+4.852
El 48.83+2.72 de 6704.97+1108.4 ¢ 23.42+2.912
E2 51.54+4.61 de 12374.7+2689.75 ab 17.43£1.73 ¢
E3 59.81+2.4] bed 12585.45+1120.47 P¢ 19.56+1.45 P
E4 67.18+5.8 &P 15338.37+1826 17.22+0.93 d
E5 67.18+5.8 bC 12696.37+1023.31 2P 6.62+1.6 9
E6 74.08+2.74 2 10326.02+410.53 ab 21.87+0.76 2P
R 50.88+1.63 cde 14086.61+825.99 ¢d 22.28+0.36 2
CP-145 73.81+2.13 2 2777.6+493.72 ¢ 6.91+0.2 ¢
CP-286 56.28+2.82 bcde  13668.37+1602.59 © 6.51+1.11°¢

E= Etapa. CP-145= Ganoderma lucidum. CP-286= Neolentinus lepideus. R= Cepa de
referencia de U. maydis.
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En la figura 43 se representa la concentracion de proteina total (mg/mL) de
las muestras de huitlacoche en las diferentes etapas de infeccion comparados con
las deméas muestras testigo. Se observa que las muestras infectadas con la cepa de
la referencia de U. maydis, presentd los valores mas bajos en comparacion al
desarrollo de U. maydis, en donde el contenido de proteinas se increment6
gradualmente. La cepa CP-286 de N. lepideus tuvo valores un poco mayores que la
correspondiente a la cepa de referencia de U. maydis. La cepa CP-145 de G.

lucidum tuvo los valores mas altos comparado con la etapa 6 de U. maydis.
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Figura 43. Proteinas de los macerados estudiados de Ustilago maydis. E= Etapa.
CP-145= Ganoderma lucidum. CP-286= Neolentinus lepideus. R= Cepa de
referencia de U. maydis.

En la figura 44 se observa la concentracion de polifenoles totales (mg/mL).
El grano de maiz casi no presento polifenoles, mientras que U. maydis tuvo valores
altos, sobretodo la etapa 2. La de referencia de U. maydis tuvo valores menores que
las etapas de U. maydis. La cepa CP-145 y CP-286 tuvieron valores altos en

comparacion con el grano de maiz, pero menores a las etapas tardios de U. maydis.
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En la figura 45, se observa actividad antioxidante considerando la capacidad
efectiva (IC50) de los macerados estudiados de Ustilago maydis a partir de los
ensayos del DPPH. Puede notarse que la etapa 1 fue el que tuvo una mayor

cantidad con 23.42, mientras que la menor cantidad la obtuvo la etapa 1 (6.62).
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Figura 45. Actividad antioxidante considerando la capacidad efectiva (IC50) de los
macerados estudiados de Ustilago maydis a partir de los ensayos del DPPH. E=
Etapa. CP-145= Ganoderma lucidum. CP-286= Neolentinus lepideus. R= Cepa de
referencia de Ustilago maydis.
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X.  DISCUSION

Desde hace algunos afos los hongos comestibles han llamado mucho la atencion
debido a su valor nutricional ya que contienen altos contenidos de proteinas,
importante cantidad de amino acidos esenciales y fibra y bajo contenido en grasa
(Mattila et al., 2001; Reis et al., 2012). Los hongos comestibles pueden ser una
fuente de varios compuestos nutracéuticos tales como compuestos fendlicos,
tocoferoles, acido ascérbico y &cidos grasos insaturados entre otros. En la presente
investigacion se estudi6 al huitlacoche, enfermedad causada por el hongo Ustilago
maydis (DC) Corda, tanto su venta en los mercados de la region central del pais, su
desarrollo morfolégico con microscopia clasica y electronica de barrido y algunas de
sus propiedades nutricionales. En relacién a la venta del huitlacoche en los
mercados se pudo observar que se puede comprar en todos los mercados
encuestados. Y su precio vario de $ 40.00 a $ 80.00 el kilogramo. Estos precios
estan en el intervalo reportado por Mayett et al. (2012), quienes mencionaron un
precio de $66.60 el kilogramo. Por otro lado, el precio en los supermercados fue de
$90.00 en todos los casos. Se menciona que el producto esta disponible durante
todo el afio. Derivado de las encuestas se determind que 99% de las personas
dijeron conocer el hongo, por lo que es un alimento muy conocido en la poblacién.
Una alta proporcion de los entrevistados (88.4%) menciond que lo compran en los
mercados.

Con respecto al conocimiento que tienen sobre el valor como alimento
funcional del huitlacoche, un 60% de los entrevistados mencioné que si conoce este
atributo del hongo. El 67% de los entrevistados mencioné que consume una vez al
mes el huitlacoche, en contraste con lo mencionado por Mayett et al. 2012, quienes
encontraron que la frecuencia del consumo de hongos (1 o 2 veces) por mes fue del
41.5%. En afios recientes ha habido un creciente interés por la busqueda de fuentes
naturales de alimentos con gran capacidad antioxidante. Existen diversos estudios
sobre el contenido de compuesto fendlicos, actividad antioxidante y perfil de lipidos,
entre otros de U. maydis (Aydogdu y Golukcu, 2017; Pimentel Gonzalez et al., 2011;
Valdez-Morales et al., 2016;).
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En el presente trabajo se pudo observar que la cantidad de proteina se
incrementd en relacion al control al pasar de 56.55 pg/mL a 74.16 55 pg/mL en la
etapa E4. La misma tendencia se puede notar en los polifenoles totales donde el
control tuvo 89.5 megAG/mL de muestra y aumento hasta 597.71 meqgAG/mL de
muestra. Por otro lado, la capacidad antioxidante, determinada como IC50 de U.
maydis en las diferentes etapas varié en cada uno de ellos. Es importante hacer
notar que en relacién a las propiedades antioxidantes del extracto derivado de la
capacidad del extracto entre mas bajo sea el valor de la IC50 su capacidad
antioxidante es mas alta. Asi tenemos que en el caso del grano sano de maiz la
IC50 fue de 23.11, mientras en las diferentes etapas este valor disminuyo. Siendo
en la etapa 5 donde alcanzo6 el valor méas bajo con 6.62. Este valor es muy bajo en
relacion al reportado por Aydogdu y Golukced, (2017) quienes obtuvieron un IC50 de
186.444. Esto puede deberse a la variedad de maiz que ellos utilizaron o a las
condiciones de cultivo.

Se observé que en las 6 etapas propuestas por Pataky y Snetselaar (2006),
existio un incremento en el tamafio de las agallas en comparacion con el control
(grano de elote). Este incremento fue muy notorio a partir de la etapa 3, en donde
se observan aumentos de mas del 100% en los tres parametros (largo, ancho y
grosor del grano). De estos tres parametros el largo fue el que menos incrementé
en términos de porcentaje, s6lo un 167% en la etapa 5. Por otro lado, el ancho
alcanzé su maximo incremento en la etapa 6, con un 230% de aumento.
Finalmente, el grosor fue lo que mas aumentd, con un 347% en la etapa 5. Este
mismo patrén de desarrollo se observo en el volumen de las agallas. Asi se tuvo
gue en la etapa 1 aumento un 184 % en relacion al control que es el grano de elote.
Siendo la etapa 5 donde se obtuvo el mayor aumento del volumen con un 3,016%.
Con la microscopia electrénica de barrido (MEB) se pudo observar que en etapa 1
a pesar de que se observo la presencia de teliosporas, la cantidad de estas fue
escasa.

Sin embargo, es a patrtir de la etapa dos donde se puede observar una gran
cantidad de teliosporas, aunque morfoldgicamente no se vea un cambio significativo

en el grano de maiz. La microscopia de luz no logro observar las teliosporas, aunque
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se logro observar un ligero agrandamiento del grano de maiz. Es de notarse que
casi no existen trabajos relacionados con la morfologia del desarrollo de U. maydis
en el grano del maiz, a diferencia de investigaciones sobre el desarrollo del tumor
en la planta del maiz (Breford et al., 2009).
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XI. CONCLUSIONES

1. El huitlacoche se vende durante todo el afio en la mayoria de los mercados
de la Ciudad de Puebla, donde su precio promedio fue de $60.00, y en los
supermercados de $90.00. La presentacion de venta predominante fue la
desgranada.

2. Se identificaron las seis etapas del proceso de formacion de las agallas a
partir del grano de maiz infectado con el hongo U. maydis.

3. . Se registro la presencia de teliosporas, con un tamafo promedio de 6 a 7.5
um de diametro, en todas las etapas del proceso de formacién de las agallas
a partir del grano de maiz infectado con el hongo U. maydis.

4. La actividad antioxidante maxima, determinada por la IC50, fue alcanzada en
la etapa 5, con un valor de 6.62.
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Contrastacion de hipoétesis

Existen diferencias morfologicas y bioquimicas en las distintas etapas de infeccion
de Ustilago maydis, hasta la aparicion de teliosporas en la agalla madura.

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo con el hongo huitlacoche
(Ustilago maydis) pudimos observar que existen una relacion entre las etapas del
desarrollo del hongo y las propiedades de cada una de ellas. Se pudo observar que
a medida que se incrementa la etapa de desarrollo de hongo, aumenta la cantidad
de teliosporas en la agalla. En este sentido también se noté un aumento tanto en el
tamafo, peso y volumen del grano infectado. Por otro, lado los valores mas altos de
grados Brix y rendimiento se obtuvieron en la etapa 6. El mismo patrén se observo
en la proteina, polifenoles totales y actividad antioxidante. Por estas razones, la

hipoétesis planteada se acepta.
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Xll.  ESTRATEGIA PARA DIFUNDIR DEL CONSUMO DEL HUITLACOCHE
(Ustilago maydis) EN LAS MEJORES ETAPAS DE DESARROLLO

La cadena agroalimentaria de los hongos comestibles, funcionales y medicinales en
México existe desde 1933, ademas de los tradicionales champifiones ahora también
se experimenta con el Ustilago maydis, el hongo parasito del maiz que conocemos
popularmente como huitlacoche o huitlacoche desde el siglo XVII, fecha en que
comenz6 a tener una gran variedad de usos y aplicaciones alimenticias, medicinales
y cosmeéticas.

El huitlacoche presenta retos biotecnologicos diferentes al de otros hongos
comestibles, por ello es necesario una estrategia adecuada para satisfacer un
potencial mercado nacional e internacional previsiblemente creciente, puesto que
en nuestro pais siempre ha sido costumbre el consumo de hongos, una tendencia
gue crece paulatinamente. Si en 1991 la produccién nacional de hongos era de 9
mil toneladas, en tan sélo 20 afios su produccién se incrementd a 62 mil toneladas,
destacandose como el pais mas productivo de Latinoamérica con un 80 % de la
produccion total.

La participacion del huitlacoche en esta bonanza no es baladi, sobre todo cuando
instituciones educativas como el COLPOS, en coordinaciéon con productores de
maiz en algunos estados del centro y sur de México, han desarrollado las bases
metodoldgicas para la producciéon controlada del hongo fuera de temporada, asi
como sus perspectivas sobre el consumo, valor nutricional y funcional, puesto que
su produccion controlada no debe afectar la produccién habitual de maiz, el grano
bésico de nuestra alimentacion.

Cabe destacar que el consumo de huitlacoche en México, a pesar de su longevidad
relativa, ain esta en proceso de incorporarse a nuestra dieta cotidiana. Si bien
desde los afios 50 del siglo pasado se empez6 a utilizar en platillos gourmet como
una de las exquisiteces mexicanas, hay paises en donde todavia se tira 0 se usa
como alimento animal, asi como regiones mexicanas en donde su consumo no
existe, lo que incrementa la importancia de su valoracién actual, que sitia al
huitlacoche como una importante contribucion para el sistema agroalimentario

microbiano.
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Su potencial es enorme en las industrias alimenticia, farmacéutica y biotecnoldgica,
lo que representa a futuro aportes y beneficios econémicos importantes para la
actividad agricola nacional. En la actualidad el huitlacoche ha desplazado en
produccion a otros hongos cultivados considerados como “exéticos”, tales como el
shiitake (Lentinula) y el reishi (Ganoderma), dado su valor nutricional y funcional.
La estrategia de incorporar a los productores de maiz para que conozcan el proceso
de inoculacion del huitlacoche para su produccion, ahora que es posible, dada las
caracteristicas nutricionales y medicinales del hongo, pues estd demostrado que
tienen hasta un 35 % de proteinas utilizables en peso seco (la soya alcanza el 39.1
%), es un alimento funcional rico en vitaminas, sales minerales, oligoelementos y
antioxidantes, con propiedades anticancerigenas, antibiéticas, antimutagénicas,
antioxidantes, antiinflamatorias y anti-diabéticas, ademas de que, una vez
reconocido por nuestro paladar, es un alimento delicioso, con sabor “umami”, cuya
preparacién incrementa la calidad de nuestra cocina mexicana.

Estrategiay método

Existen tres sistemas de produccidon de huitlacoche, el primero es el conocido por
todos los productores porque es el que viene con la cosecha estacional, con
mazorcas infectadas de huitlacoche de forma natural y que representa en promedio
el 1 % del total; en segundo lugar la instruccién rudimentaria de la infeccion con sus
propios medios y conocimientos, y en tercer lugar la produccion asistida de
huitlacoche, cuando los productores reciben orientacién sobre la aplicacién de
técnicas de inoculacion y produccion de huitlacoche.

Los métodos disefiados especificamente para la produccion de huitlacoche como
alimento implican una inoculacion; es decir, la inyeccion directa de in6culos que
contienen cepas compatibles de U. maydis en los jilotes.

Esta técnica para producir huitlacoche ha sido utilizada extensivamente en estudios
genéticos y para la produccion de variedades de maiz resistentes a hongos
patdgenos, adicionalmente se le ha probado en experimentos de campo e
invernadero resultando con una alta incidencia de infeccidn en jilotes (Castafieda et
al., 2016).
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Los productores deben aprender sobre la variedad de maiz adecuado para su
parcela, localmente adaptado para la inoculacién directa con cepas de U. maydis,
que presenten caracteristicas fenotipicas “comerciales” apropiadas para su region,
que incluyen caracteristicas como porte de la planta, tamafio y peso de mazorca y
agallas, proteccion de las hojas, sabor, precocidad, tiempo de maduracién y vida de
anaquel.

Para ello es menester hacer una evaluacion cuantitativa de la infeccion por el hongo
con estos parametros: el desarrollo de la infeccion en el jilote; rendimiento por
mazorca infectada; rendimiento por planta inoculada e incidencia de la infeccion,
que es el numero total de jilotes infectados.

Las experiencias adquiridas por los productores que han accedido a esa asistencia
especializada les han permitido desarrollar y mejorar el sistema de produccién
masiva de huitlacoche. Por ejemplo, se ha propuesto que la proteccion de las hojas
sobre las agallas es una caracteristica comercial importante, ya que permite
mantener una buena calidad de las agallas (menos dafo) y extender el periodo de
vida de anaquel.

Se ha logrado establecer una biotecnologia basica para la produccion
intensiva y continua de huitlacoche, lograndose un producto de alta calidad, con
agallas de buen tamafio, identificando las mejores propiedades en etapas de
desarrollo, mas dulces y menos amargas al consumir agallas no maduras, suaves
y tiernas, y con una produccién continua todo el afio.

La estrategia contempla el reto de situar el cultivo de huitlacoche dentro de
un sistema agroalimentario innovador, difundir su beneficio a todas luces, dada su
relevancia en nuestra dieta, en la salud de nuestras familias y en sus evidentes

aportaciones a la cultura y la economia de los mexicanos (Castafieda et al., 2016).
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ANEXO A
Encuesta sobre conocimiento y usos del huitlacoche para la localidad de Puebla.

1.- Género

I:l Muijer. I:I Hombre.

2.-Edad

3.- ¢ Conoce el huitlacoche?

DSi D No

4.- ; Qué tan recurrente es su consumo de huitlacoche al mes?

1|:| 2|:| 3|:| 4|:|5|:| 6|:|7|:|8|:|9|:|10|:|

5.-¢,Cémo consume el huitlacoche?

6.- ¢ Cuantos platillos que lleven huitlacoche conoce?

1|:| 2|:| 3|:| 4|:|5|:| 6|:|7|:|8|:|9|:|10|:|

7.- ¢ A sus hijos les gusta el huitlacoche?

|:|Si |:| No

8.- ¢ Estaria dispuesto a consumirlo todo el afio?

|:|Si DNO

9.- ¢ En cuantas ocasiones le gustaria consumir huitlacoche al mes?

1|:| 2|:| 3|:| 4|:|5|:| 6|:|7|:|8|:|9|:|10|:|

10.- ¢ Sabe dbnde conseguirlo?

|:|Si |:| No

11.- ¢ Sabe si es bueno para la salud?

[Jsi |:| No
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