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Resumen

La coloracion del grano de maiz se debe a la presencia de diversos compuestos fendlicos (CF), los
cuales contribuyen a la tolerancia de las infecciones por hongos. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la capacidad antifingica in vitro de extractos de maiz de lineas segregantes de color, de la
cruza B49xPeruano(N), sobre el desarrollo de Fusarium verticillioides. Las mazorcas se clasificaron
por color de grano utilizando un colorimetro. De los granos clasificados se obtuvo el espesor del
pericarpio y los extractos fenolicos de cada linea. El ensayo de inhibicion se hizo por la técnica de
dilucion en placa y de cada extracto se cuantific la concentracion de fenoles solubles totales (FST),
flavonoides (Flav), y proantocianidinas (PAs). Se obtuvieron siete segregantes de color, de los cuales
los extractos de los segregantes C2 y C3 presentaron un efecto fungistatico significativamente mayor
que el resto. El grano C1 presentd un mayor espesor de pericarpio, y su extracto tuvo una mayor
concentracion de FST, FLAV y PAs. Se encontrd una correlacion significativa entre las variables de
concentracion de CF y la inhibicion de F. verticillioides. Una mayor concentracién de compuestos
fendlicos y una mayor inhibicion del crecimiento del hongo se observé con maices rojos en
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comparacion con maices blancos y amarillos. Estos resultados comprueban el efecto fungistatico de
los compuestos fendlicos del maiz sobre este fitopatogeno.

Palabras clave: Zea mays, Fusarium, Compuestos fenolicos.

Abstract

The color of corn kernels is due to the presence of various phenolic compounds (PC), which
contribute to the tolerance of fungal infections. The objective of this work was to evaluate the in vitro
antifungal capacity of maize extracts from color segregant lines of the B49xPeruvian(N) cross, on the
development of Fusarium verticillioides. Cobs were sorted by kernel color with a colorimeter. From
the sorted kernels, pericarp thickness and phenolic extracts were obtained for each line. The
inhibition assay was done by the plate dilution technique, and from each extract, the concentration
of total soluble phenols (TSP), flavonoids (Flav), and proanthocyanidins (PAs) was quantified. Seven
color segregants were obtained, from which the extracts of segregants C2 and C3 presented a
significantly greater fungistatic effect than the rest. The C1 grain presented a higher pericarp
thickness and its extract had a higher concentration of FST, FLAV and PAs. A significant correlation
was found between the variables of CF concentration and inhibition of F. verticillioides. A higher
concentration of phenolic compounds and a higher growth inhibition of the fungus were found with
red corn compared to white and yellow corn. These results prove the fungistatic effect of corn
phenolic compounds on this phytopathogen.

Keywords: Zea mays L, Fusarium, Phenolic compounds.

1. Introduccion

La produccion de maiz (Zea mays L.) se enfrenta a grandes desafios, refiriendo de manera
particular a las plagas y enfermedades. A nivel mundial se reportan pérdidas en rendimiento de
hasta el 30 % (Porras, 2024) y baja calidad de grano a causa de las infecciones por hongos (Flores,
2024). Dentro de los patégenos mas importantes se citan las especies del género Fusarium
principalmente la especie verticillioides (F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg), que es un patdgeno del
maiz y de otros cultivos alimentarios. Este hongo cosmopolita afecta a la planta durante todo su
ciclo de cultivo, desde la etapa de germinacion hasta la cosecha (Alberts ef al., 2016). El patdgeno se
desarrolla en la planta y se manifiesta finalmente en la mazorca como pudricién de grano.

Durante su crecimiento y desarrollo, F. verticillioides produce toxinas denominadas fumonisinas (Yu
et al., 2022), que estan relacionadas con enfermedades en porcinos y equinos. En el ser humano, su
ingesta se asocia con la deficiencia del desarrollo del tubo neural y canceres de esdfago e higado
(Marrez y Ayesh, 2022). Las fumonisinas producidas por F. verticillioides son del tipo B, que se
consideran las mas tdxicas por su caracter cancerigeno (Zheng et al., 2020).

Los compuestos fendlicos (CF) son producidos por las plantas como parte de sus mecanismos de
defensa y han sido estudiados por sus propiedades antioxidantes (Ramirez et al., 2022)
antimicrobianas (Aourach ef al., 2021) y antifungicas en los cultivos para alimentacién humana y
animal (Bernardi et al., 2018). El grano de maiz acumula cantidades elevadas de CF, con niveles
superiores a los observados en otros granos como trigo (Triticum aestivum L.y Triticum durum Desf.)
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y arroz (Oryza sativa L.) (Adom y Liu, 2002). Los CF mas abundantes en el grano de maiz son los
acidos fendlicos, que se encuentran predominantemente en forma ligada, esterificados a
componentes de pared celular y concentrados en el pericarpio (Salinas et al., 2017a); otros CF son los
flavonoides, que predominan en forma soluble o extractable, y pueden ser incoloros como algunos
flavonoles y flavanoles, o bien coloridos como las antocianinas y los flobafenos (Salinas et al., 2017b).

Entre los flavonoides del grano de maiz destacan las proantocianidinas, que son mondmeros,
oligémeros y polimeros de flavan-3-ol. Las proantocianidinas (PAs) monoméricas carecen de color
(catequina, epicatequina, epigalocatequina, entre otras), pero al polimerizarse adquieren un tono
rojo ladrillo y se denominan taninos condensables (Schofield et al., 2001). La oxidacién de las PAs da
lugar a los flobafenos (FBF) que son oligdémeros o polimeros de los flavan 4-ols. Comunmente se
cuantifican de manera conjunta con las PAs, dadas sus similitudes estructurales y de polaridad. El
contenido de PAs es mayor en el grano de maiz rojo ladrillo en relacién al maiz azul morado (Luna,
2011).

Las actividades bioldgicas asociadas a PAs y FBF de maiz son similares a las que se adjudican a los
flavonoides. Sin embargo, diversos estudios relacionan la acumulacién de FBF en el grano de maiz
con tolerancia a la infestacién por Fusarium. Un estudio con variedades de maiz de diferentes colores
de grano mostrd que los granos rojo ladrillo, con mayor acumulacidn de FBF (polimeros de flavan 4-
ols) fueron menos proclives a la produccion de fumonisina B (Pilu ef al., 2011). Venturini ef al. (2016)
sefalan una posible relacion entre el nivel de flavonoides en el pericarpio del grano de maiz con
diferentes pigmentaciones, con la tolerancia a produccion de fumonisinas por F. verticillioides.

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad antifingica in vitro de extractos de maiz de lineas
segregantes de color, de la cruza B49xPeruano(N), sobre el desarrollo de Fusarium verticillioides.

2. Materiales y métodos

2.1 Material vegetal

Se utilizaron siete lineas de maiz segregantes de color, de la poblacién B49N-RC1-CO-TL-
2016-9904#, obtenida de la cruza B49 X Peruano(N) = B49 N. Esta cruza se realizé en el Campo
experimental Centro Altos de Jalisco en Tepatitlan de Morelos, Jalisco, México, perteneciente al
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, ubicado en las coordenadas
20°49'01"N 102°43'59"O y a una altitud de 1806 msnm. Se cosecharon alrededor de 300 mazorcas,
que se separaron por color. Las mazorcas de cada color se desgranaron manualmente y el grano de
cada color (1-2 kg) se guardd en bolsas de papel y se mantuvo en refrigeracion hasta su analisis. Las
variantes de color analizadas se muestran en la Fig. 1.

Figura 1. Variabilidad en el color del grano observado en la poblaciéon B49
Figure 1. Variability in grain color of the corn population B49N RC1 CO TL 2016 9904.
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2.2 Caracteristicas fisicas del grano

Color. Se determind el color del grano con el colorimetro Hunter Lab mini scan (EZ Plus modelo
450/0-L) en la escala CIE L*a*b*. El grano se colocd sobre una base de plastilina, de acuerdo con lo
descrito por Salinas-Moreno et al. (2021). Se obtuvieron los valores L*, a*, y b*, con estas dos tltimas
variables se calculo el angulo de tono Hue mediante la féormula: Hue = tan-1 (b*/a*). El indice de
saturacién de color se obtuvo de la expresion: Croma = V(a*2+b*2) (McGuire, 1992).

Espesor de pericarpio (EP). Se realiz6 en diez granos, a los que se les removié con un bisturi el
pericarpio. Se tom¢ el espesor en mm de cinco capas de pericarpio de la cara contraria al germen,
con un micrémetro digital (digimatic Mitutoyo 293). El resultado se dividid entre cinco para obtener
el dato de una capa de pericarpio. La mediciéon de EP se realiz6 por duplicado y los resultados se
expresaron en micras.

2.3 Extraccion de compuestos fenolicos (CF) del grano

Cada muestra de grano separada por color se sometié a un desengrasado previo a su
molienda para obtener los extractos de CF. El grano se fracturd con ayuda de un martillo y el germen
se corto en pedacitos, la muestra completa se colocé en un cartucho de papel filtro Whatman Ne 1y
se sometid a extraccion en equipo Soxhlet por 8 ha 40 °C, con éter de petrdleo como solvente (Merck,
Toluca, MX). Posteriormente, las muestras se mantuvieron en estufa a 60 °C por 24 h para eliminar
restos de solvente, y se molieron en un molino ciclénico (UDY Corp.) provisto de una malla 0.05 mm.
Las harinas obtenidas se colocaron en frascos &mbar que se cerraron herméticamente y se colocaron
en refrigeracion. La extraccion de CF se realizo al dia siguiente, ya que, una vez molida la muestra,
los CF se degradan con facilidad.

La extraccion se realizé a partir de 1 g de harina que se mezcld con 20 mL de una mezcla de acetona:
agua: acido acético en proporciones 90:9.5:0.5, que es el solvente adecuado para extraer PAsy FBF.
La muestra se sonicé por 15 min en un bano sonicador (Branson modelo 2510R-MT, EUA), y después
se colocod por 1 h en un agitador horizontal (Gyrotory shaker modelo G10, US). La muestra se
centrifugd (Hettich modelo D-78532, Alemania) por 15 min a 4000 rpm. El sobrenadante se filtré con
papel Whatman Ne 4, se midi6 el volumen del sobrenadante el cual se colocé en tubos de vidrio que
se sellaron con parafilm y protegidos de la luz con papel aluminio, se conservaron en congelacion
antes de su analisis (Salinas et al., 2017b).

2.4 Cuantificacion de CF en los extractos

Fenoles solubles totales (FST). Se utilizé el método de Folin-Ciocalteu (FC) (Singleton y Rossi, 1965),
donde 100 pL del extracto, se mezclaron con 125 L del reactivo FC y se dejo reaccionar por 6 min;
posteriormente se agregaron 1250 uL de Na2COs y 1525 uL de agua destilada. La muestra se agito
en Vortex y se dejo en reposé por 90 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Luego se centrifugd
y se midid su absorbancia en un espectrofotémetro (Perkin-Elmer Lambda 25 UV/Vis) a 760 nm. El
contenido de FST se calculd con base a una curva patrén de acido ferulico. Los resultados se
expresaron como mg equivalentes de acido ferulico (EAF) por 100 g de muestra seca. Los analisis se
realizaron por duplicado.
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Proantocianidinas (PAs). Se cuantificaron por el método 4-dimetilaminocinamaldehido (DMAC)
descrito por Wallace y Giusti, (2010). A 200 pL del extracto colocados en un tubo de ensayo se le
anadieron 1000 uL de reactivo DMAC (Sigma-Aldrich) al 2 % [previamente preparado con metanol
grado HPLC (Sigma-Aldrich) acidificado con acido sulfarico 2N ]; inmediatamente se agregaron 1800
uL de metanol grado HPLC para completar 3 mL. La muestra se agitd en vortex y se dejo reaccionar
en oscuridad por 30 min. Se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro a 640 nm. Se prepar6 una
curva estandar de catequina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Los resultados se reportaron
como mg de catequina equivalentes por kg de muestra seca (mg EC/kg MS). Los analisis se
realizaron por duplicado.

Flavonoides (FLAV). Se utiliz6 la técnica del cloruro de aluminio descrita por Sumczynski et al.
(2017). Se mezclaron 8.5 mL de metanol al 20 % (metanol/agua) con 850 pL del extracto y 375 uL
NaNO: 0.5 M en un tubo de ensayo. Se agitd vigorosamente en vortex y se dejo reaccionar en
oscuridad por 5 min, transcurrido este tiempo se adicionaron 375 pL de cloruro de aluminio, se agitd
nuevamente en vortex y se mantuvo en oscuridad por 5 min. Posteriormente se agregaron 2.5 mL de
NaOH 1M, se agité nuevamente y se dejo reaccionar por 10 min. Finalmente, la muestra se centrifugo
a 4000 rpm por 10 min y se determino la absorbancia a 506 nm en el espectrofotometro. Se elabord
una curva estandar de catequina y los resultados se expresaron en mg equivalentes de catequina por
kg de muestra seca (mg EC/kg MS).

2.5 Preparacion de indculo fungico

Para el indculo fingico se utilizé una cepa de F. verticillioides aislada de maiz. La cepa fue
seleccionada de trabajos anteriores por su capacidad de infeccion segin Zacamo et al. (2023). Para
reactivar la cepa, se prepar6 medio de cultivo agar-papa-dextrosa (APD) (Bioxon). Se disolvieron 39
g de medio de cultivo deshidratado en 1 L de agua destilada, se colocd en un agitador magnético
(Lab-tech) a 50 °C para obtener una soluciéon homogénea. Ya disuelto, se esterilizé en autoclave
(Yamato, SM200, Japdn) a 121 °C por 20 min. El medio de cultivo estéril se vacié en cajas Petri de 10
cm de didmetro y se dejé solidificar. Cuando el medio de cultivo solidific, se obtuvo un explante de
la cepa original con un sacabocados de 1,2 cm de diametro, el explante se colocd al centro de cada
una de cinco cajas Petri con medio de cultivo APD. Las cajas Petri se sellaron con parafilm y se
mantuvieron en condiciones ambientales de temperatura entre 18 — 27 °C por 8 dias.

2.6 Ensayo de inhibicion por dilucion en placa

Los extractos se concentraron en un rotavapor (Buchi R-215, Vacuum pump V-700, EUA)
para eliminar el solvente, hasta llegar a un volumen de 1 mL. Previamente se preparé medio de
cultivo APD de acuerdo al apartado anterior, el medio de cultivo se dividio en alicuotas de 10 mL,
se pusieron en tubos de ensayo y se esterilizaron en autoclave (Yamato, SM200, Japén) a 121 °C por
20 min. Los tubos con el medio de cultivo ya estéril se dejaron enfriar hasta una temperatura de 40
°C+5°C, y se les agregd 0.5 mL del extracto concentrado, se agitaron vigorosamente en vortex y se
vaciaron en placa de plastico de 5 cm de didmetro. Una vez que solidificé la mezcla de medio de
cultivo con el extracto, las cajas se inocularon con un explante de la cepa de F. verticillioides de ocho
dias de crecimiento. El explante se obtuvo con un sacabocados circular de 1.2 cm de diametro y se
coloco al centro de cada caja Petri. Se agregd un testigo positivo con Itraconazol 0.5 mL (20 ppm)
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(Senosiain) de acuerdo a los resultados de Salinas et al. (2023), y un testigo negativo, al cual se agrego
0.5 mL de agua estéril en lugar de extracto (Ochoa et al., 2012). La evaluacion se hizo con dos
repeticiones por cada tratamiento. El procedimiento de este apartado se llevd a cabo dentro de la
campana de flujo laminar.

El didmetro de crecimiento F. verticillioides se midi6 cada 48 h. El porcentaje de inhibicion se calculd
de acuerdo a Moreno et al. (2011), con la ecuacion 1:

. . e e, Area del testigo—Area del tratamiento
Ec. 1 Porcentaje de inhibicion = s ) X 100

(Area del Testigo)

2.7 Disefio experimental y anadlisis de datos

Con los datos se realizé analisis de varianza con un disefio completamente al azar, ajustado
al modelo Yj= po+Ti + Ei, en donde los tratamientos fueron los diferentes granos de maiz de las
muestras. Al obtener diferencias significativas se aplico la prueba post hoc Tukey (a=0.05). Posterior
a esto, se realizéd un andlisis de correlacién de Pearson y un andlisis de regresion con las
concentraciones de FST, FLAV, y PAs y la variable porcentaje de inhibicion. Los datos se analizaron
en el programa estadistico SAS version 9.3.

3. Resultados y discusion

3.1 Color de grano

Cada una de las tonalidades fue clasificada por sus caracteristicas de color (Tabla 1). Cada
grupo de maices se situd de acuerdo a su luminosidad en el plano que corresponde al valor de L* y
a* (Fig 2a). Los siete grupos de maices se situaron en el rango entre 18 y 73 %, del grupo C1 al C3
presenta una menor luminosidad por debajo los grupos C4 al C7 (Fig. 2a). Enel plano a* b* se ubican
los grupos de acuerdo a la pureza de color, los grupos de semillas C1 al C4 presentaron una mayor
pureza de color que los grupos C5, C6 y C7.
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Tabla 1. Variables de color de grano en las segregaciones observadas en la poblacién de maiz B49N-RC1-CO-
TL-2016-9904.
Table 1. Grain color variables in segregations in the corn population B49N-RC1-CO-TL-2016-9904.

Variables de color de grano

Maices L*(%) a* b* Hue® Croma
C1 18+2 4+1 2+0.5 208+ 3 5+1
C2 20+3 14+1 7+1 202 +2 16 £2
C3 31+3 20+2 17+2 155+ 3 262
C4 31+4 24 +4 20+2 158 +4 31+2
C5 405 24 +3 31+3 118 +3 39+3
Cé6 54+ 6 18+2 33+3 91+4 38+4
c7 73 +6 3x1 29+2 16+2 29+2

Medias de 20 mazorcas por tratamiento medidas con un colorimetro hunter mini scan EZ. L*<luminosidad a*=
verde/rojo-morado. b*=amarillo/azul. Hue angulo= 0° rojo-morado, 90° amarillo, 180° verde, 360° azul.
Croma=grado de gris

Luminosidad
"

L0
Negro

Figura 2. Grupos de maices situados por su valor de L* a* b* que caracterizan el color de grano. L*=luminosidad.
a*= verde/rojo-morado. b*=amarillo/azul. Croma=grado de gris. Hue angulo= 0° rojo-morado, 90° amarillo, 180°
verde, 360° azul.

Figure 2. Maize groups ranked by L* a* b* value characterizing kernel color. L*<luminosity. a*=green/red-purple.
Chroma=degree of gray. b*=yellow/blue. Hue angle= 0° red-purple, 90° yellow, 180° green, 360° blue.
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3.2 Espesor de pericarpio (EP)

El andlisis de varianza del EP de los granos de maiz analizado mostré diferencias
significativas. El EP tuvo una variacion desde 83.9 hasta 147.4 um. La comparacion de medias mostré
cuatro grupos siendo el maiz C1 el que present6 un mayor espesor (147.4 um), seguido del C3 (123.7
pum), C5 (113.7 um), C4 (111.7 pm), C2 (93.2 um) y finalmente C6 y C7 (85 y 83.9 um) (Fig 3).

160 -
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]
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» a0
w

20

0

c1 c2 c3 ca cs 6 c7

Clasificacion del maiz de acuerdo a su color de grano

Figura 3. Espesor de pericarpio de los granos de maiz de la poblaciéon B49N-RC1-CO-TL-2016-990# clasificados
de acuerdo a su color de grano. Barras con letra diferente indica grupos diferentes

Figure 3. Pericarp thickness of corn grains from population B49N-RC1-CO-TL-2016-990# classified according to
grain color. Bars with different letters indicate different groups.

3.3 Analisis de compuestos fendlicos de granos de maiz

El analisis de varianza revelo diferencias estadisticas entre las muestras analizadas para las
variables fendlicas consideradas (Tabla 2).

La presencia de los compuestos fenolicos (FST) fue diferente estadisticamente entre las muestras de
maiz analizadas. Los valores mas elevados se observaron en C1y C2, que son las muestras de grano
morado, en tanto que no existi6 diferencia entre las muestras C3 a C7. Las muestras C3 y C4
corresponden a grano color rojo ladrillo. Los valores de FST obtenidos se ubican por arriba del rango
de 988.9 - 2257.6 g, equivalentes de 4cido galico (EAG)/g de muestra seca reportado por Luna
(2011), en cinco maices de grano rojo ladrillo. Aunque el autor antes mencionado utilizé el mismo
solvente de extraccion que en el presente estudio, las diferencias se atribuyen a que los resultados se
reportan en funcién del contenido de acidos fenolicos diferentes. Segtin Ramirez et al. (2021), los FST
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del grano de maiz reportados en funcién del 4cido fertlico son mayores que cuando se reportan en
funcién del acido galico.

Tabla 2. Analisis de varianza de los compuestos fendlicos en las diferentes coloraciones del grano de maiz.
Table 2. Analysis of variance of the phenolic compunds in the different colorations of the corn grain

Variable Cuadrados medios Media (pg/g) R2 C.Vv.
Fenoles solubles totales (FST) 59.4 ™ 1908.2 0.96 7.41
Flavonoides (FLAV) 43.43™ 596 0.95 13.49
Proantocianidinas (PASs) 43.92™ 46.8 0.95 20.18

™ Diferencias estadisticas significativas: R? Coeficiente de determinacion. C.V. Coeficiente de
variacion
**Significant statistical differences. R? Coefficient of determination. C.V. Coefficient of variation

Un patron similar se observo para el contenido de PAs, en donde las muestras C1 y C2 fueron las de
mayor concentracion y estadisticamente diferentes al resto de las muestras C3-C7, con menores
valores. La concentracion de PAs representa del 1.3 al 3.5 % de los FST y del 20 al 45 % esta
representado por la concentracién de flavonoides (Tabla 3).

Tabla 3. Contenido de compuestos fendlicos en extractos de grano de maiz con diferentes colores de la poblacién
B49N-RC1-CO-TL-2016-9904.

Table 3. Content of phenolic compounds in extracts of corn grain with different colors of the population B49N-
RC1-CO-TL-2016-9904.

Extracto FST pg/g eq AF/gMS Flav pug/g eq AF/gMS  PAs ug/g eq CAT/gMS
C1 3203.1@ 1220.63% 112.13 @
C2 2229.6° 651.07 ° 83.30°
C3 1819.6 ¢ 538.33 P¢ 38.600°
Cc4 1575.7 ¢ 664.47 © 28.53°¢
C5 1543.40°¢ 399.90°¢ 23.33°¢
C6 1472.1¢ 347.07 ¢ 22.16¢
C7 1533.3 ¢ 336.47°¢ 21.100°

Valor promedio de tres repeticiones. FST: Fenoles solubles totales Flav: Flavonoides PAs:
Proantocianidinas AF: acido fertlico MS: Materia seca CAT: catequina. Letras diferentes indica grupos
diferentes.

Average value of three repetitions. FST: Total soluble phenols Flav: Flavonoids PAs:
Proanthocyanidins AF: ferulic acid MS: Dry matter CAT: catechin. Different letters indicate different
groups.
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3.4 Ensayo de inhibicion in vitro de los extractos fendlicos sobre F. verticillioides

Se observaron diferencias altamente significativas entre los extractos de las 7 lineas de maiz
segregantes de color y su efecto sobre el desarrollo vegetativo de F. verticillioides. La diferencia se
mantuvo durante los 8 dias de medicién.

Los mayores porcentajes de inhibicion se observaron en los extractos del uno al cinco, se observo
una mayor inhibicién a las 96 h; la inhibicién disminuy6 a las 144 y 192 h, lo cual se puede atribuir a
la pérdida de estabilidad de los compuestos. De acuerdo con Flores et al. (2018), los extractos
fendlicos pierden su estabilidad a temperatura ambiente (20-30 °C). Durante la experimentacion, las
cajas Petri se mantuvieron a temperatura ambiente para permitir el crecimiento natural del hongo
en el medio de cultivo (Tabla 4, Fig. 4).

Tabla 4. Efecto inhibitorio de los extractos fendlicos sobre el crecimiento radial de F. verticillioides en medio de

cultivo APD desde las 48 hasta las 192 h.
Table 4. Inhibitory effect of phenolic extracts on radial growth of F. verticillioides in APD culture medium from

48 t0 192 h.

Inhibicion (%)

Extracto 48 h 96 h 144 h 192 h
C1l 51+9.72 65+3.9°? 54 +1.72 15+39°
C2 57 +8.6° 67 +5.82 55+7.02 18+2.7°2
C3 57 +8.6° 66 +2.3%2 54 +4.2° 15+38%
C4 42 +4.4% 56+29%® 43+19° 4 £1%®
C5 42 +45® 52+5.6% 18 +3.1*° 0+1°
C6 36 +4.8% 30+64° 10+£27°¢ 0+05°
C7 46 +6.3° 45+48% 24+1.1° 0+1°
Itraconazol 26 +2.63° 28+28° 17+23°¢ 0+0.5°

Valor promedio de dos repeticiones. Diferentes letras indican diferentes grupos estadisticos (Tukey,
a=0.05).
Average value of two repetitions. Different letters indicate different statistical groups (Tukey,
a=0.05).
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Figura 4. Crecimiento micelial de F. verticillioides en presencia de los extractos de compuestos fenolicos del grano
de maiz de la poblacién B49N-RC1-CO-TL-2016-990%#.
Figure 4. Mycelial growth of F. verticillioides in the presence of extracts of phenolic compounds from corn grain

of population B49N-RC1-CO-TL-2016-9904.

Los extractos de las semillas C6 y C7 mostraron una mayor inhibiciéon a 48 h de incubacion y
disminuyo en las 72, 96 y 120 h del experimento. El testigo positivo deberia inhibir atin mas que los
extractos fenolicos, sin embargo, se observé que la concentracion de 20 ppm no fue suficiente para
disminuir el crecimiento del hongo.

En general en el ensayo in vitro se observo que los extractos fenolicos de los maices C2y C3 retardan
el crecimiento micelial de F. verticillioides en mayor porcentaje (57 %), es decir, tiene un efecto
fungistatico sobre F. verticillioides. Seguido de estos se encuentra el extracto del grano C1, que a pesar
de tener una mayor concentracion de fendlicos inhibid 6.0 % menos que los extractos del grano C2y
C3. El extracto C1 se obtuvo del color de grano azul-morado, este color es dado principalmente por
la concentracion de antocianinas, entre las que se encuentran cianidina-3-p-glucésido,
pelargonidina-3-p-glucésido y peonidina-3-p-glucésido.

Rosas et al. (2021) reportaron que el extracto obtenido de Ligustrum lucidum W.T. Aiton mostrd una
inhibicion alta sobre especies de Fusarium in vitro (>80 %). Los autores indican que se requiri6é una
CLso menor, comparada con los extractos de Sorghum bicolor (L.) Moench. y Moringa oleifera Lam. El
perfil polifendlico realizado por cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a Ia
espectrometria de masas (HPLC-MS), mostr6 que una de las diferencias en el contenido de fendlicos
fué la ausencia de antocianinas en el extracto que presenté una mayor efectividad.

La inhibicién de F. verticillioides puede deberse a lo siguiente: Los compuestos fendlicos acttian sobre
la membrana lipidica de F. wverticillioides, al entrar en contacto con el hongo, modifican la
permeabilidad de la membrana celular. Debido a esta modificacion, se provoca la fuga de moléculas
intracelulares (Gallegos et al., 2022). Aourach et al. (2021) observaron malformaciones en el micelio
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de F. oxysporum Schlecht. expuesto a compuestos fendlicos, asi como la formacion de septos
irregulares en las hifas y conidios no germinados. Por otro lado, segun Villa ef al. (2015) Fusarium
produce enzimas pectoliticas que se consideran las primeras enzimas producidas para penetrar la
pared celular e infectar al huésped, y los flavonoides del tipo catequinas son los responsables de
inactivar estas enzimas.

Las variables FST, Flav y PAs presentaron una correlacién significativa (p<0.0015) y fuerte (<0.90),
entre si, esto es de esperarse porque, en la mezcla de los FST se encuentran contenidas las PAs y los
Flav. Asi mismo, FST, FLAV y PAs mostraron una correlaciéon significativa y directamente
proporcional a la inhibicién del crecimiento vegetativo de F. verticillioides (0.71) (Fig. 5).

FST Flav PAs Inhibicion FST ad
FST 00546 09144 07113 B i ® B
®) ©) ®) - | : i
0.0002  0.0015 0.0479 T -
Flav 0.9546 0.9187 0.7280 v .
@) ®) @ | ¢ [ e
0.0002 0.0013 0.0406 . e .
PAs 09144 09187 0.7282 0 o | PAs |o
(8) (8) (8) & e -H F “po |
0.0015  0.0013 00405 5 5 . ——19
Inhibicion 07113 07280  0.7282 I i nhibicion
(8) (8) (8) o o a =
00479 00406  0.0405 twd dd% w

Figura 5. Analisis de correlacion de las variables FST, Flav, y PAs de la poblacién B49N-RC1-CO-TL-2016-9904
con la inhibicién del crecimiento de F. verticillioides.

Figure 5. Correlation analysis of the variables FST, Flav, and PAs of the population B49N-RC1-CO-TL-2016-
990# with growth inhibition of F. verticillioides.

También se observo una regresion positiva entre la concentracion de FST, Pas, FLAV, y el porcentaje
de inhibicidn, esto es, a mayor concentracion de fenoles aumento el porcentaje de inhibicion.

Los fenoles solubles se encuentran en mayor concentracion en el germen del maiz, seguido del
pericarpio y finalmente en el endospermo (Cabrera et al., 2009), en su totalidad explican el 57 % de
la inhibicién sobre F. verticillioides; estos fenoles se pueden dividir en fenoles libres, glicosilados y
esterificados (Cabrera et al., 2009).

Dentro de la fraccion soluble de los fenoles esterificados, se pueden localizar trazas de acidos
fenolicos. Los fenoles ligados son el acido ferdlico, acido p-cumarico y acido sinapico (Urias ef al.,
2016). El acido fertlico puede disminuir la biomasa de F. verticillioides hasta un 27 % (Ferrigo et al.,
2021); se requiere una concentracion de acido ferulico de 1,000,000 ug/kg para alcanzar una
inhibicion del 64 % sobre F. graminearum Schwabe (Schoneberg et al., 2018).
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Dentro de los fenoles esterificados se encuentran los flavonoides, que son parte de los fenoles
solubles totales, y estos en conjunto explican el 52 % de la inhibiciéon obtenida. Dentro de los
flavonoides se pueden encontrar los flavonoles, flavonas, antocianidinas y los flavanos (Martinez et
al., 2002). La inhibicion del desarrollo vegetativo de F. verticillioides causado por la presencia de los
compuestos fendlicos, depende de varios factores como }a naturaleza de los compuestos, la
concentracion, ademas de que se reporta que dicha inhibicién se logra porque los compuestos
fenolicos actiian en sinergia (Aourach ef al., 2021) (Fig. 6).
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Figura 6. Analisis de regresion de las variables inhibicion in vitro (%) y concentracion de compuestos fendlicos
de la poblacion B49N-RC1-CO-TL-2016-9904#.

Figure 6. Regression analysis of the variables in vitro inhibition (%) and concentration of phenolic compounds
of the population B49N-RC1-CO-TL-2016-9904.
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4. Conclusiones

Los resultados del ensayo in vitro, mostraron que los extractos fenolicos de los maices de
color rojo presentaron una mayor inhibicion sobre el crecimiento radial de Fusarium verticillioides.
Los extractos de los maices de coloracion blanca y amarilla presentaron una menor inhibicion, al
hacer la comparacién con los extractos de maices rojos. Esta capacidad se atribuye a la concentracion
de compuestos fendlicos, ya que la poblacion B49N-RC1-CO-TL-2016-990#, aunque presenta
diferente coloracion de grano, los maices son genéticamente muy parecidos.

Los extractos fendlicos son una alternativa para el control de F. verticillioides, sin embargo, es
prioridad su caracterizacion como responsables de brindar esta tolerancia. Por otro lado, el uso de
extractos vegetales es una alternativa para el control de hongos en los productos agricolas. En este
trabajo se observo que algunos extractos mostraron un control sobre el crecimiento del hongo
durante los 8 dias evaluados.
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