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Resumen

Fusarium spp es causante de enfermedades en diferentes partes de la planta,
afectando desde su siembra hasta su recoleccion, abarcando desde las raices, hojas

e incluyendo la mazorca.

En la actualidad, sigue siendo una problematica con poco o nulo control hacia este
género, con diferentes especies o complejos con comportamientos diferentes, no

solo en el maiz, sino que en diferentes especies de plantas de interés comercial.

En este trabajo de investigacidn se identificaron diferentes especies con la técnica
molecular de PCR, en la cual se utilizaron cebadores en genes de ITS-1 y ITS-4
donde los resultados obtenidos de la PCR se secuenciaron y con ayuda del
identificador de genes “NCBI” se identificd una especie por parte de Fusarium spp
la cual fue Fusarium nygamai provenientes de una zona maicera de Guasave,
Sinaloa. La investigacion de realizd en Centro Interdisciplinario de Investigacion para
el Desarrollo Integral Regional Unidad Sinaloa perteneciente al Instituto Politécnico
Nacional (CIIDIR Unidad Sinaloa).

Palabras claves: Fusarium spp, maiz, Técnicas moleculares, PCR, ITS, NCBI y

Fusarium Nygamai.



Abstract

Fusarium spp causes diseases in different parts of the plant, affecting from sowing

to harvesting, ranging from the roots, leaves and including the cob.

Currently, it continues to be a problem with little or no control towards this genus,
with different species or complexes with different behaviors, not only in corn, but in

different species of plants of commercial interest.

In this research work, different species were identified with the molecular technique
of PCR, in which primers in ITS-1 and ITS-4 genes were used where the results
obtained from the PCR were sequenced and with the help of the “NCBI” gene
identifier. "A species of Fusarium spp was identified, which was Fusarium nygamai
from a corn-growing area of Guasave, Sinaloa. The research was carried out at the
Interdisciplinary Research Center for Regional Comprehensive Development Unidad

Sinaloa belonging to the National Polytechnic Institute (CIIDIR Unidad Sinaloa).

Keywords: Fusarium spp, corn, Molecular techniques, PCR, ITS, NCBI and Fusarium

nygamar.



Introduccion

El maiz es un cultivo prioritario y estratégico para México con impacto econémico,
social y cultural. Su produccién comercial es conocido principalmente por dos tipos;
el maiz blanco y amarillo, el maiz blanco se suele caracterizar por el consumo
humano, a comparacion del maiz amarillo que suele ser distinguido en la industria o
por su elaboracion de alimentos para consumo de la sociedad (Gobierno de México,
2018).

Algunos de los principales estados con mayor produccion son Sinaloa (22%), Jalisco
(14%), México (8%), Michoacan (7%), Guanajuato (6%), Guerrero (5%), Veracruz
(5%), Chiapas (5%), Chihuahua (4%), Puebla (4%) y el resto de los Estados
representan el 20% de la produccion, el maiz es fundamental para la preparacién
de diferentes platillos, que suele resaltar tradiciones mexicanas (Agropecuarios,
2018).

Actualmente existen algunos factores bidticos que impiden llevar un buen control en
el maiz, mermando la productividad debido a las plagas y/o enfermedades, Fusarium
sp es uno de los hongos que suele ser encontrado en diferentes especies de plantas,
los cereales suelen ser afectado que algunas especies producen toxinas que llegan
a afectar a los consumidores, inclusive pueden ser patdgenos oportunistas en
humanos, su impacto se ha considerado relevante debido a su efecto en la
agricultura, la salud humana y animal, es un gran reto para los cultivadores generar
estrategias que no permitan el avance de este hongo, debido al tiempo de atencion
que se necesita para dar tratamientos a los problemas que genera (Saez Gémez,
2018).

El avance y los descubrimientos del ADN, permitieron el desarrollo de técnicas en
biologia molecular, usadas para conocer la evolucion y distribucién, en este caso de
algunos patdgenos. Se han implementado variadas estrategias moleculares que

permiten dar un diagnostico confiable para la identificacién de microorganismos de



diferentes especies y su distribucién (O'Donnell et al., 1998; Lesli et al., 2006;
Gomez-Ldépez, 2008; Aoki et al., 2014).
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CAPITULO I.
Generalidades del proyecto
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1.1 Datos generales de la empresa.

El CIIDIR Unidad Sinaloa, conocido como un centro de investigacion dependiente de
Instituto Politécnico Nacional (IPN). La investigacion se desarrolld dentro del

Laboratorio de Fitomejoramiento Molecular (FitoMol).

Se encuentra ubicado dentro del estado de Sinaloa con direccidn, Blvd. Juan de Dios

Batiz Paredes nimero 250, Colonia San Juachin, cp 81101, Guasave.

1.2 Antecedentes de la empresa

La institucion se dedicada desde el 24 de junio de 1997, en parte a la investigacién
y la docencia en el campo en desarrollo sustentable, medio ambiente, recursos

naturales, desarrollo tecnoldgico, biotecnoldgico y acuacultura.

Una de las principales razones por las cuales se fundd este centro de investigacion,
fue por la necesidad de ensefiar e incrementar tecnologias de aprendizajes basicos

y aplicados en la region.

La mayor parte de los investigadores del CIIDIR llevan desarrollando proyectos a
base de lineas de investigacion con el programa de la institucion comprometiéndose
por parte a la docencia y a ensefar, siendo titulares o apoyando en las diferentes

asignaturas que brinda el programa de Maestrias en Ciencias y Doctorados.

Ultimamente se han ejecutado mas de diferentes proyectos de investigacion
estratégicos con recursos por parte del gobierno del estado de Sinaloa (Fundacion
Produce Sinaloa, Ayuntamientos, FOMIX y CECyT), asi como con dependencias del
gobierno federal por parte de becas (CONABIO, SEMARNAT, SAGARPA y CONACYT)
e internacional (EcoHealth Alliance y USDA-APHIS), por mas de 103 millones de
pesos. Los proyectos establecidos han tenido gran impacto en demandas en sectores

sociales y privados.
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1.3 Objetivo general

Identificar especies de Fusarium spp proveniente de maices con sintomas de
Fusariosis por técnicas clasicas de microbiologia y secuenciacion de genes

“housekeeping”.
1.3.1 Objetivos especificos

e Caracterizar cepas putativas de Fusarium spp aisladas en maices con
Fusariosis usando las caracteristicas macroscopicas como color, velocidad de
crecimiento /n vitro en medio PDA y Sabouraud.

e Caracterizar cepas putativas de Fusarium aisladas en maices con Fusariosis
usando las caracteristicas microscopicas de los cultivos /7 vitro en medio de
cultivo.

e Identificar por secuenciacion molecular especies putativas de Fusarium
aisladas en maices con Fusariosis usando amplicones pertenecientes a

“housekeeping” (ITS).
1.4 Problemas de investigacion a resolver

Es un gran reto el poder entender el comportamiento de Fusarium por parte del

maiz, ya que suele ser un problema dia a dia.

En este trabajo se tiene como propdsito identificar la problematica que genera
Fusarium presente en plagas de maices a nivel agricola, conocer el crecimiento de
Fusarium spp, en diferentes medios de «cultivo y poder identificar su

comportamiento.

Conocer las técnicas de extracciones, como electroforesis y la reaccién en cadena
de polimerasa "PCR” que permitan amplificar el ADN, que logre detectar y lograr
amplificaciones de secuencias del patdgeno en plantas para diagnosticar con

precision las enfermedades.
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1.5 Preguntas de investigacion

¢Cudles son las metodologias y técnicas aplicadas para la identificacion molecular en

hongos filamentosos?
¢Cudl es el periodo 6ptimo para extraer en ADN en hongos filamentosos?

¢Cudles son las causas de enfermedades en cultivos agricolas causados por hongo

de tipo Fusarium spp?

¢Cudles son las técnicas moleculares empleadas para la identificacién de hongos

filamentosos?

¢Cudles genes son los recomendables implementados para la identificacién de ADN?
1.6 Justificacion de la investigacion

Fusarium spp es un género de hongos que causa diversas enfermedades en una
amplia gama de plantas hospedantes, hongo es conocido por su capacidad de ser
trasportando a través de suelo, aire y algunos residuos de las plantas, lo que lo
convierte en un patdgeno versatil que puede afectar a diferentes partes de la planta,

desde las raices hasta las flores (Mokobi, 2021).

El maiz es un cereal importante a nivel mundial, no solo suele ser una fuente
nutritiva de alimento, tiene un papel importante en alimentacién que representa en

consumo a la sociedad y economia en diferentes aspectos (Conabio, 2024).

Su versatilidad y valor nutricional lo convierten en un alimento fundamental para
muchas comunidades, la produccién es esencial en la agricultura mexicana, ya que
representa un porcentaje alto en produccion de granos y oleaginosas (Conabio,
2024).

17



La produccidon de maiz agricola va desde un 60 % de cultivos, desde 10 toneladas
en promedios del 91 % en siembra, que aproximadamente aportan alrededor del 75

% en produccion nacional de maiz (Rural, 2020).

Algunas enfermedades causadas por patdgenos, como las del género Fusarium spp,
pueden ser un factor limitante en el rendimiento de algunas plantas, incluyendo al

maiz.

Estos patdgenos pueden causar pudriciones en raices y tallos, afectando de manera
negativa la salud de la planta y su productividad, controlar estas enfermedades es
crucial para garantizar cosechas exitosas para mantener la produccién de maiz en

niveles dptimos. Brown & Proctor (2013).

El proyecto de investigacion realizado busca implementar una técnica que permita
identificar morfologicamente asi como el uso de técnicas de biologia molecular para
la obtencién de los acidos nucleicos que analicen y ayuden a describir y/o
caracterizar a este hongo que hasta la actualidad genera una problematica en
diferentes ambitos, el Fusarium es un hongo que dia a dia, casi en los Ultimos 100
afos, ha atraido una atencion considerable de los cientificos a medida que se hizo
evidente el alcance de la diversidad de diferentes especies y el impacto en la

agricultura y la salud humana.
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1.7 Macro-localizacion, micro localizacion y ubicacion

1.7.1 Macro-localizacion

El municipio de Guasave se localiza en la parte suroeste en el estado de Sinaloa con
colindancias al noreste de Ahome y Los Mochis, al sur con Guamuchil y Culiacan,

como se muestra en la Figura 1.

Guasave

Figura 1. Territorial del area de estudio del municipio de Guasave, Sinaloa.

Fuente:(Inegi, 2018).
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1.7.2 Micro-localizacion

Dentro del municipio de Guasave Sinaloa se encuentran las instalaciones del Centro

Interdisciplinario de Investigacién para el Desarrollo Integral Regional Unidad

Sinaloa (CIIDIR), como se observa en la Figura 2.

%
1I":
s

Figura 2. Micro-localizacion del estado de Guasave.

Fuente:(Inegi 2023).
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1.7.3 Ubicacion

El CIIDIR se encuentra ubicado en El Boulevard Juan de Dios Batiz Paredes #250,

Col. San Joachin en Guasave , Sinaloa , México. Figura 3.

Figura 3. Ubicacion satelital. Fuente: (Google Maps, 2023).

21



Capitulo I1.

Marco Teorico

22



2.1 Antecedentes

2.1.1 Identificacion molecular de Fusarium spp, aislados en

maiz en Sinaloa, México.

Velarde y Valdez (2020) Identificaron especies de Fusarium en el maiz, que suele
ser una enfermedad causante de pudriciones de tallos, raices y granos de mazorcas
hasta el fin de la planta, realizaron técnicas moleculares para diversas especies del
género Fusarium en el estado de Sinaloa, recolectando parte del tejido del tallo ,
parte de la raiz de diversas plantas tiernas y maduras, se lograron identificar
mediante anadlisis de secuenciacion enzimatica especies de F. verticilloides, F,
oxyporum, F.subglutinans, F. equiseti, F.nygamai, F.cf.bullatum y F. andiyazi, en
donde F. verticilloides fue una de las especies mas predominantes , asi también se
reportd por primera vez la presencia en México de Fusarium cf. Bullatum causando

danos en el maiz.

2.1.2 Identificacion de especies de Fusarium en semilla de ajo

en Aguascalientes, México.

Ochoa Cerna (2012) Identificaron especies durante los Ultimos ocho afios, lograron
asociar con la nueva sintomatologia en los cultivares de ajo en las regiones de
Aguascalientes y Zacatecas, con cultivos de pudricion. Dando relevancia a esta
enfermedad de Fusarium, se identificd morfoldgica y molecularmente algunas de las
especies de Fusarium en plantas con sintomas de enfermedad. Cuatro especies a

saber: Fusarium verticilloides, F. acuminatum, F. solani y F. oxysporum.

2.1.4 Identificacion molecular de aislamientos de Fusarium
asociados a maracuya en el Valle del Cauca, Colombia
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(Henao et al, 2018) Se eligieron y depuraron 8 muestras dentro del género de interés
para cumplir la obtencidn de ADN y amplificacién de la region TEF1 alfa. Los
resultados de la PCR se secuenciaron y cotejaron con la base de datos de NCBI y
Fusarium ID. Los géneros obtenidos corresponden a Fusarium incarnatum, Fusarium
proliferatum y Fusarium solani, siendo la primera especie las mas examinada
frecuente. Se empleo el coeficiente de similitud del vecino proximo realizado con

MEGA 6, demostrando variabilidad entre las muestras.
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2.2 Marco Teorico

2.2.1 Maiz

Uno de los primeros cereales alimentarios conocidos, el maiz es un miembro de la
familia Poaceae o Gramineae, es una planta domesticada con un alto nivel de
productividad, incluso en términos de su valor nutricional, el hombre debe asumir

toda la responsabilidad de su mantenimiento (Gobierno de México, 2023).

Figura 4. Maiz (Gobierno de México, 2018).
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2.2.2 Taxonomia del Maiz

Clasificacion Taxonomica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Lilopsida

Orden: Poales
Familia: Poaceae
Género: Zea
Especie: zZea mays

Cuadro 4. Clasificacion taxondmica del maiz. Fuente: (Acosta, R.2009).

2.2.3 Caracteristicas generales

El maiz (Zea mays L.) es una planta anual con sistema radicular fibroso que
pertenece las gramineas, es una especie que suele reproducirse por polinizacion
cruzada y la flor femenina (mazorca) y la masculina (espiga) encontrada en distintos
lados de la planta (FAO, 1993).
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2.3 Hongo

El reino Fungi (hongos) esta formado por un grupo de organismos conocidos como
hongos, cuya delimitacion ha sido dificil de definir por su variabilidad en formas y
caracteristicas heterogéneas que no siempre muestran conexiones filogenéticas
claras (Salmones & Mata, 2019).

2.3.1 Hongo Filamentosos

Son organismos multicelulares con un soma vegetativo, suelen ser encontrados en
suelos en vegetacion, son conocidos como mohos y su estructura en hifas, su
aplicacion biotecnoldgica es de gran impacto al ser beneficiarios encargados de

nuevas alternativas (Suarez Contreras, y., & Pefiaranda-Figueredo ,2022).

Los hongos estan constituidos a base de hifas que son una serie de ramas tubulares,
formadas por multiples células. Asi como colonia, talo y micelio que son un conjunto
de desarrollo de un hongo (conjunto de hifas), se pueden identificar

macroscopicamente como una masa cremosa, algodonosa, vellosa, etc.

Contienen un micelio vegetativo que destina a dar sostén, proteccion y nutricion al
hongo, también de un micelio reproductivo que da hifas fértiles , nacen del micelio
bioldgica y morfoldgicamente, sus esporas son células plurinulceadas en
pigmentaciones (azul. Rojo. Negro ) son las encargadas de dar color (San Emeterio
& Andrés ,2002).

2.4 Fusarium spp

Grupo de hongos encontrados dispersamente en el suelo tal como plantas, con una
capacidad de crecimiento a 37 °C, algunas especies de Fusarium suelen ser
causantes de enfermedades y producir toxinas que afectan a los seres vivos, existen

diferentes tipos de especies (Tapia & Amaro, 2014).
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La taxonomia a lo largo del tiempo ha tenido modificaciones diversas desde las
primeras escrituras en el afno 1803. Su taxonomia clasica suele ser continua desde
su composicién molecular su taxonomia clasica continda vigente que a lo largo de
los estudios realizados cada vez se requieren puntos de observacion diferentes
(Tapia & Amaro,2014).
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2.4.1Taxonomia de Fusarium spp.

Clasificacion Taxonomica

Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales

Familia Nectriaceae

Genero Fusarium

Especie Fusarium spp

Fusarium equiseti
Fusarium oxysporum
Fusarium proliferatum
Fusarium reticulatum
Fusarium solani

Fusarium subglutinans

Cuadro 5.Clasificacién taxondmica de Fusarium spp. Fuente: (EPPO,
2020).



2.4.2 Problemas causantes de Fusarium spp.

Suele infectar ampliamente a diversos cultivos, que suelen poner en debilidad a las
plantas infectadas estresadas o lesionadas, en uno solo cultivo pueden existir
diferentes especies y claro hasta los sintomas pueden ser de manera diferentes,
suele estar en los suelos y residuos de plantas infectadas, es decir el micelio, el
hongo de forma en crecimiento y causa marchites, desde el tallo y piel, causando
lesiones en hojas que inclusive si esta no es detectada puede llegar a causar dafios
en consumo, algunas especies son capaces de causar simultaneamente sindromes
de enfermedades multiples o superpuestas dependiendo del huésped y el medio
ambiente (Brown & Proctor, 2013).

2.5 Medio de Cultivo

Son técnicas dentro del laboratorio con el principal objetivo de lograr hacer el
crecimiento de bacterias, microorganismos, virus y levaduras, son soluciones liquidas
a semi-solidas con nutrientes y condiciones en pH y temperatura para lograr su
crecimiento, en una consistencia en agar gelificante que permite la adaptacion el

cual suele ser facil de desechar (Medios de cultivo, 2023).

Hay diferentes medios de cultivo que permiten el crecimiento del hongo, algunos de
ellos son el agar papa dextrosa (PDA), agar Sabouraud, agar Clavel (CLA), agar
de Spezieller Néhrstof-farmer (SNA) y agar avena. Los medios PDA y Sabouraud
permiten observar diferenciasen el diametro, morfologia y pigmentacion (Medios de
cultivo, 2023).

2.5.1 Cultivo in vitro

Es conocido como una técnica en la cual es tomada una parte de la muestra en este
caso un vegetal, ya sea una parte de su tejido o células, es cultivado y es llevado a

una incubacién a un ambiente ampliamente controlado (Mroginski & Roca, 1991).
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2.6 Identificacion Molecular

Es basada en una estructura de los acidos nucleicos, es un procedimiento de
herramientas moleculares para la identificacion de secuencias de ADN (Palomino-

Camargo & Gonzalez-Munoz, 2014).

2.6.1 Acidos Nucleicos

Los acidos nucleicos son polimeros de nucledtidos y se componen de la unién de
una pentosa, una base nitrogenada y un acido fosfdrico. Los Acidos Nucleicos son
las biomoléculas que almacenan la informacidn genética. Estas son biopolimeros con
un peso molecular elevado, compuestos por unidades estructurales o mondémeros
llamados Nucledtidos. Quimicamente hablando, los acidos nucleicos son
macromoléculas constituidas por polimeros lineales de nucledtidos, unidos por

enlaces éster de fosfato, sin una periodicidad aparente. Coll, V. B. (2007).
2.6.2 ADN

El Acido desoxirribonucleico, es una molécula suele encontrarse en células dentro
de nuestro cuerpo con informacion genética en cada ser vivo, Util para su
identificacion en reconocimientos a organismos, dentro del ADN encontramos bases
nitrogenadas de dos anillos (purinas) y de un anillo (pirimidinas); las purinas son la
adenina (A), la guanina (G) y timina (T) y la citosina (C) (Pardo, 2004).

Un grupo fosfato, formado por dos azlicares y en conjunto a una de las bases
nitrogenadas forman la unidad estructural de los acidos nucleicos denominada

nucleotido.

En ADN es un hecho historico desde 1953, descubierto por su contenido de doble
hélice de acido desoxirribonucleico (ADN) por James Watson, Francis Crick, Rosalind
Franklin y otros autores que dieron un gran paso a la bioldgica, que gracias a esto
se permitié conocer mas a fondo de las estructuras y funciones en biologia molecular
(Queredo, 2022).
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2.6.3 ARN

El ARN se clasifica en ARN bicatenario (presente en reovirus) y ARN monocatenario,
como el ARN de transferencia, mensajero, ribosdmico y nucleolar. Las funciones de
los ARN se resumen en tres: transmitir la informacion genética desde el ADN a los
ribosomas, que corresponde a la sintesis de ARNm mediante transcripcion; convertir
la secuencia de ribonucledtidos de ARNm en una secuencia, proceso denominado
traduccion; y finalmente, almacenar la informacién genética, por ejemplo, en
algunos virus. Coll, V. B. (2007).

2.7. Electroforesis.

Metodologia implementada en técnicas dentro del laboratorio para poder dividir
fragmentos de ADN y ARN dependiendo de su tamaio, con ayuda de una tincién
que ayude a determinar el contenido de acidos nucleicos de una posible muestra, se
pueden extraer por parte del gel diferentes tamafos de fragmentos de ADN (Fierro,
2014).

La electroforesis en matrices de agarosa es el método convencional para disgregar
y depurar segmentos de ADN cuando no requerimos una elevada capacidad de
resolucion. En contraste, la electroforesis en matrices de poliacrilamida, a pesar de
presentar una limitacién superior en relacién con el tamafio de los fragmentos que
podemos separar (5-600 pb), demuestra una capacidad de resolucion
sustancialmente superior, permitiendo la segregacion de moléculas que difieren en
solo un par de bases. Los matrices de poliacrilamida se llevan a cabo de manera
vertical y tienen la desventaja de ser mas complejos en su preparacion y manejo,
los geles de agarosa convencionales se corren en una camara de electroforesis

horizontal, con un campo eléctrico uniforme y constante (Fierro, 2014).
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2.8 Espectrofotometria

Es encargada de medir la concentracion e impurezas de muestras de ADN en
contenido de la suficiencia de absorbancia de un compuesto presente en una
solucion a una longitud de onda determinada. En este modo las concentraciones de
la muestra de ADN se calculan tomando en cuenta el valor de absorbancia
concentrada a una longitud de onda de 260nm. Mientras que la relacion de
absorbancias A260/280 y A260/230 son implementadas para medir las impurezas
del ADN, respectivamente (Programa de control de calidad de muestras de adn y
arn, 2020).

2.9.1 Reaccion de la cadena de la polimerasa “"PCR”

Es unas herramientas tecnoldgicas mas punteras disponibles para estudiar acidos
nucleicos, distinguida por producir resultados confiables de forma rapida y sencilla

de andlisis utilizando una técnica altamente sensible, eficiente y reproducible.

En una secuencia de ADN especifica se puede amplificar millones de veces mediante
el proceso enzimatico /n vitro conocido como reaccidon en cadena de la polimerasa
mientras se copia con una alta precision la secuencia objetivo. La reaccion utiliza la
capacidad de la enzima ADN polimerasa para sintetizar ADN en las células de forma

natural para lograrlo (Tamay et al, 2013).

Es una de las técnicas utilizadas en el uso de moléculas de ADN , que permiten
conocer miles de copias del material genético, que fue desarrollado por Kary Mullis
en la década de los 80 en donde realizo una aplicacion en el afio 1985 (Queredo,
2022).

Gracias a los hallazgos de Kary Mullis (1944-2019) la biologia molecular logré
demostrar la importancia de los acidos nucleicos, que permiten ser los encargados
de tener cddigo genético del organismo controlando las sintesis de proteinas de la

célula.
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Los sucesos resaltados y reconocidos demostraron para Har Gabind (1992-2011) y
Kjell Klepe (1934-1988), reconstruir nuevas estrategias, como el exponer a la
molécula de ADN a niveles de temperaturas altos, las cadenas se rompen y se
separan en 2 hebras, al aiadir los bloques de nucledtidos (ADN), y gracias a la ayuda
de la ADN polimerasa, cada cadena se empezaba a caracterizar para poder ser
incorporada a una nueva y lograr sintetizar nuevo ADN desde la molécula original
verdadera (Queredo, 2022).
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Figura 6.Ejemplo de grafico del proceso en el termociclador para la técnica de
PCR.(Fuente propia, 2023.)

Ahora se hace una breve descripcion de lo que ocurre en la figura 6, en el proceso

de la PCR (reaccién de la cadena de la polimerasa).
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2.9.2 Desnaturalizacion

Dentro de este apartado la PCR se implementa en los ciclos de desnaturalizacion,
que ayudaron a separar la doble hélice para que los puentes de hidrogeno se
rompan, las temperaturas y los tiempos son importantes dependiendo

principalmente de las caracteristicas del ADN y la polimerasa.

Es importante que el ADN quedara completamente desnaturalizado, a temperaturas
de 94°C en 30 minutos a 1 minuto (Tamay de Dios et al, 2013).

2.9.3 Hibridacion

En esta parte, los primers se formal en el extremo 3’ del templado previamente
separado e hibridan con una secuencia completa. Para que se forme el complejo
templado-primers, es importante que la utilizada temperatura utilizada de
hibridacién o temperatura melting (Tm) sea la adecuada en optimizacién ; que
generalmente oscila entre 50-60 °C. El disefio de los primers debe ser el correcto ,
asi como la temperatura debe estaradecuada, la estabilidad y especificidad del

complejo sera eficiente (Tamay de Dios et al, 2013).

2.9.4 Extension

En esta parte, la Taq polimerasa actia sobre el complejo templado-primers y en
donde empieza su funcion catalitica a una velocidad muy rapida; agregando dNTP’s
complementarios para crear las cadenas completas de ADN. La extension de las
cadenas es en direccion de la sintesis del ADN, es decir, de 5’ a 3. La temperatura
de optmizacion para la reaccion es de 72 °C, esta es la temperatura de la enzima
funcional. Al final del ciclo, se habran se forman amplicones con un tamaio dictado
por el nimero total de pares de bases (pb) que deberd ser conocido por el

investigador (Tamay de Dios et al, 2013).
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2.9.5 Extension final

Dentro de esta etapa final se conoce la elongacion, amplificacién y polimerizacion,

consistente de una nueva cadena de ADN.

Al finalizar, terminando los ciclos se realiza una ultima extension de aproximando en
tiempo de 5 minutos a 72°C que permitieron que la cadena de polimerasa sintetice

finalmente los fragmentos que quedaron incompletos (Cornejo Romero et al, 2014).
2.9.6. Ciclos de PCR

En esta parte es necesario realizar ciclos sucesivos de desnaturalizacion-
alineamiento, al bajar las temperaturas, los oligos se alinean y proceder

posteriormente a la extension, alcanzando una temperatura de los 55-60 °C.

La disminucion de temperatura permite a los iniciadores la unién del ADN flanqueado
al fragmento de amplificacion, la temperatura y tiempo van a depender de 3 factores
(Tamay de Dios et al, 2013).

2.9.7 Gen constitutivo -Housekeeping-

Los genes de expresion constitutiva o llamados housekeeping son genes utilizados
para el mantenimiento del funcionamiento celulares sustanciales para la existencia
de una célula, independientemente de su funcidn especifica por parte del tejido u
organismo. En las células existe una expresion en condiciones particulares de la
etapa de desarrollo, estado del ciclo celular o sefal externa, sin embargo, al ser
genes de funcidon constitutiva su expresién no cambiara. Desde un punto de vista
fundamental, la caracterizacion completa del conjunto minimo de genes necesarios

para sustentar la vida es de especial interés (Eisenberg & Levanon,2013).
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2.9.8 ITS

Regiones espaciadoras internas trascritas (ITS) de ADN ribosomal en hongos
(ADNr), son principales secuencias alternativas de gran valor e importancia para
poder reconocer y distinguir diferentes especies de hongos mediante técnica

molecular de PCR.

Suelen ser usados en multiples conjuntos de cebadores para poder preparar una
adaptabilidad de variedades del hongo de estudios, creando secuencias de hongos

a mas de un conjunto (Martin & Rygiewicz, 2005).
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Capitulo III

Desarrollo y Metodologia

38



3.1 Desarrollo y metodologia

Para la obtencidn de resultados se siguid una estrategia experimental metodoldgica,
la cual se observa en la Figura 6 basada.

Obtencion de hongo
fitopatdogeno
Fusarium sp.

I

Preparacion de
medio de - —
cultive(PDA v SNA). |dEHtIﬁIEECIﬂn
marfologica.

Evaluacion de
electroforesis.

I

Cuantificacion de
ADM total.

|

Tacnica de PCR. —

l

Purificacion de
amplicones.

I

Secuenciacion.

l

Analisis de
ferogramas.

Recolecrion de

muestras de —
“micelio™

Estandarizacion de
oligos.

Figura 7. Procedimiento y descripcidn de las actividades realizadas.
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3.2 Preparacion de medios semisodlidos de cultivo

Para la preparacion del medio de cultivo PDA (BB Bioxon) para 20 cajas Petri (10 cm
de diametro) desechables, se pesaron 19.5 g del reactivo para ser diluido en 500 ml
de agua destilada, en cuanto al medio Sabouraud (MCD LAB) se pesaron 32.5 g del
reactivo igual para ser diluidos en 500 ml de agua destilada, posteriormente se

procedid a esterilizar los medios por autoclaveado a 121°C durante 15 minutos.
3.3 Resiembra en medio PDA y Sabouraud de Fusarium spp.

El hongo Fusarium sp una vez aislado en medios CLA, se resembraron en las cajas
Petri con el medio semisdlido, por cada cepa, nombrando “Fp” de Fusarium sp, se

realizd una resiembra por triplicado en cada medio.

Cuadro 1. Cepas en orden por cada medio enlistadas proporcionadas dentro del

laboratorio de Fitomejoramiento molecular.

PDA Sabouraud

Fpl Fpl
Fp2 Fp2
Fp3 Fp3
Fp4 Fp4
Fp5 Fp5
Fp6 Fp6
Fp7 Fp7
Fp8 Fp8
Fpil Fp11l
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3.4 Monitoreo de crecimiento

Dentro de la campana de bioseguridad (ECOSHEL), se tomo parte del micelio tierno
por cada una de las cepas para ser trasladada a una nueva, colocandola en el centro
para que a partir de ahi el hongo creciera desde el centro en un tiempo de siete

dias.

Figura 8. a) Toma de punta para hacer el “plug” en la cepa y b) Recoleccién de

muestra del hongo.

3.5 Crecimiento de hongo de Fusarium spp

Las cepas fueron monitoreadas cada 24 horas para reconocer el crecimiento radial
del hongo, desde su crecimiento, en medios de PDA y Sabouraud. En el total de las

cepas se promedio para graficar el crecimiento en cada una de ellas.
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Figura 9. a) Marcador de los cuatro cuadrantes para crecimiento, b) Medicién del
crecimiento de hongo, c) Vista del crecimiento avanzado de hongos en PDA y

Sabouraud.

3.6 Recoleccion de micelio para extraccion de ADN

En tubos Eppendorf se tomaron pequenas muestras del micelio de las cepas Fpl,
Fp2, Fp3, Fp4, Fp5, Fp6, Fp7, Fp8 y Fp11. El micelio se tomd cuidadosamente para
traer lo menos posible el agar de la placa, se rotularon cada uno de los tubos para
cada muestra tomada, al finalizar se almacenaron dentro del ultracongelado de la
marca ARTIKO a -86°C.
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Figura 10. a) Raspamiento de micelio, b) Toma de muestra del hongo colocada

en el tubo Eppendorf y ¢) Alineamiento de las muestras finales.

3.7 Preparacion del amortiguador CTAB

Se prepararon soluciones requeridas para la extraccién, tomando las cantidades
especificas para 100 ml de solucion. EI EDTA a 20 mM se presaron 0.742 gr, de Tris
HCI en 100 mM se tomaron 1.57 gr, de NaCI en 1.4 mM se pesaron 8.18 g.

Para poder preparar el CTAB al 3% se diluyeron en 90 ml de agua destilada
esterilizada, afiadiendo poco a poco para lograr una dilucién adecuada, empezando
por el EDTA, Tris HCI y NaClI, al estar todo disuelto se procedid a ajustar el pH a un
valor de 8 con ayuda de un potencidmetro, acido (KOH) y una base (NaOH), una

vez hecho se llevo a esterilizar a 121° C en 15 minutos.

De los 90 ml del CTAB, se tomaron 40 ml, para anadir el CTAB al 3% (1.2 gr), dentro
de una estufa de secado a una temperatura de 60°C se dio paso a la preparacion
en calor del amortiguador afiadiendo el CTAB. Una vez listo esto, se agregod el B-
mercaptohetanol al 0.2 % (36 L) en 18 ml realizandolo dentro de la campana de

bioseguridad.
3.8 Extraccion de ADN por el método CTAB

Siguiendo la metodologia implementada dentro de nuestro proceso de extraccion de
los autores Zhang et al., (1998.)En cada uno de los tubos eppendorf frecuentados
de 1.5 ml, se tomaron las muestras de micelio de Fusarium sembrado en Sabouraud
y PDA de Fp.
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Figura 11. Micelio recogido en tubos eppendorf.

Se afiadieron 200 pL de amortiguador CTAB a cada una de las muestras,
posteriormente se llevd a macerar con ayuda de unos balines en cada tuvo ,durante

1 minuto a 13000 rpm, pasando esto se agregaron 600 pL del amortiguador
preparado con CTAB, B-mercaptohetanol.

-
-
-

Figura 12. a) Adicion de los 200 uL del amortiguador CTAB ,b) Maceracion de las

muestras y c¢) Agregacién de pL del amortiguador.

Se realizo la incubacién por 30 minutos a 60 °C agitando por inmersion, con ayuda

de un vortex- Geniw 2, se agregaron 600 pL de cloroformo Isoamilico 24:1 a cada
muestra.
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Figura 13.Incubacion de las muestras de micelio para ADN.

Se agito vigorosamente por inmersion, se paso a centrifugar 10 minutos a 13,000
rpm. Una vez hecho esto se procedid a trasferir la parte superior acuosa en un tubo
eppendorf etiquetado, se adicionaron 20 pL de RNAsa (1 pg/ pl), llevando a incubar
por 30 minutos a 37°C.

Figura 14. a) Centrifugacion de las muestras y b) Parte acuosa superior de la

muestra libre de impurezas inferior.

Posteriormente de la incubacién se adicionaron 600 uL de isopropanol al 100% a -

20°C para precipitar el ADN, centrifugando por 8 minutos a 13,000 rpm.
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Figura 15. a) Parte acuosa siendo transferida a un nuevo tubo eppendorf y b) uso

del isopropanol a las muestras.

Se decanto el sobrante ,dejando secar la pastilla con contenido de ADN, finalmente,
se resuspendio en 30 pL de agua bidestilada estéril. Se continuo a preparar el gel
de agarosa al 1% en 30 ml con 3g, asi mismo se procedié a preparar el colorante

Blue/Orange.

Se midid la cantidad y pureza de las muestras de ADN a OD 260 nm, y OD 260
nm/280 nm respectivamente, usando el NanoDrop ND1000 UVeVis
ilmington, DE, USA).

7

Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, W

i
-7
|

Figura 16. a) Técnica de electroforesis en gel de agarosa, b) Corrimiento del ADN
con corrimiento Blue /Orange y c¢) Deteccion de posicionamiento del gel pasado

por electroforesis en equipo de Molecular Imagen.
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Se confirmo la calidad de las muestras de ADN mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% vy visualizar mediante tincién con bromuro de etidio (2 mg/uL) bajo

un transiluminador UV.

3.9 Técnica de PCR: Reaccion de la cadena de la Polimerasa

Para llevar a cabo la técnica de PCR se tomaron las muestras por la extraccion de

ADN. Se prepararon las concentraciones adecuadas para llevar a cabo el PCR.

Cuadro2. Cantidades empleadas para PCR.

Condiciones para los Cantidad (pL)
gradientes de PCR

10x Tag buffer 5
dNTP 'S (10 uM) 1
Fw ITS-1 (10 uM) 1
Rv ITS-4 (10 uM) 1

MgCI; (25 uM) 2.5

ADN (2 ng/uL) 5

Tag (5 U/L) 0.5
H.O 34

Las muestras completaron un total de 50 yL, por cada una se distribuyd en un tubo

nuevo rotulado en cantidades de 10 pL .
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Una vez pasado esto las muestras fueron pasadas a un Termociclador (Marca: Bio
Rad/ Modelo: C1000 Thermal Cycler).

Figura 17. Uso del termociclador a temperaturas de 95°C, 55°C y 72°C.
3.10 Electroforesis para PCR

Una vez pasadas en el termociclador durante 2 horas, las muestras fueron juntadas
en un tubo eppendorf. Para las muestras del ADN pasando por PCR se les realizo
una lectura en la técnica de PCR en las cuales se utilizaron las cantidades adecuadas

para cargar el gel.
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Cuadro 3. uL empleados para la reaccidn de la cadena de la polimerasa

Cantidad
Agarosa 1.5%
Marcador de peso 1Kb 1L
Amortiguador Blue/Orange 1L
PCR 1L

3. 12 Secuenciacion por Sanger

La secuenciacion de los amplicones fue realizado por el servicio externo en el

laboratorio de genética para la biodiversidad (LanGeBio).

3.13 Hipotesis

El uso de técnicas moleculares permite la identificacion precisa de géneros de

Fusarium spp. en el maiz, proporcionando conocimiento de los diferentes géneros

que afectan el cultivo
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Capitulo IV

Resultados
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4.1 Monitoreo y crecimiento de hongo de plantas

El crecimiento de hongos en las cepas de “Fusarium”en plantas de la resiembra en

medio PDA y Sabouraud fue de aproximadamente 5-7 dias, en donde se estuvieron

evaluando y describiendo los comportamientos, cada hongo crecid de manera

diferente, unas mas rapido que otras.

4.2 PDA y Sabouraud

Se tomaron los resultados del crecimiento del hongo en las cepas Fp, dando a un

promedio realizando por triplicado establecido, con promedios de velocidad radial

"“Vr” como se muestra en los recuadros.

Cuadro 4. Monitoreo del crecimiento micelar de las cepas Fp en medio PDA.

Crecimiento (Dias) Cepas v

Fpl Fp2 Fp3 Fp4 Fp5 Fp6  Fp7 Fp8 Fpl1l
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 0.13 0.26 0.27 0.08 0.08 0.03 0.00 0.44 0.05
2 0.71 0.67 0.70 0.41 0.45 0.61 0.62 134 0.39
3 1.27 1.09 1.14 0.74 0.77 1.02 1.20 2.14 0.78
4 1.78 1.54 1.52 126 1.09 1.57 1.78 3.09 1.23
7 3.04 2.87 2.65 239 2.58 2.52 290 4.00 2.53

Cuadro 5. Monitoreo del crecimiento micelar de las cepas Fp en medio PDA.

Sabouraud.
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Cepas “Vr”
Fpl Fp2 Fp3 Fp4 Fp5 Fp6 Fp7 Fp8 Fplil
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.18 0.22 0.21 0.21 0.33 0.29 0.34 0.48 0.27
0.62 0.65 0.59 0.68 0.73 0.80 0.90 1.29 0.79
1.32 1.12 1.16 1.07 1.19 135 1.28 1.69 1.27
1.77 153 1.69 1.07 1.60 1.81 1.28 194 1.58
2.78 2.37 253 139 3.38 291 195 222 237

Crecimiento (Dias)

N & W N = O

4.2 Curva de crecimiento de PDA y Sabouraud

Una vez obtenidos los datos del triplicado por cada muestra el promedio se graficd
y se obtuvieron variabilidades en el crecimiento de hongos como se muestra en la
Figura 18 y 19.

Crecimiento (cm)

Tiempo (dias)
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Figura 18. Dinamica de crecimiento de las cepas Fp del hongo Fusarium sp, en
medio PDA, donde se muestra en tiempo (dias) aproximadamente y el crecimiento

(cm).

—s— Fp1

4 |—e—Fp2 .
Fp3 -

—v— Fp4

Crecimiento {cm)

Tiempao (dias)

Figura 19. Dinamica de crecimiento de las cepas Fp del hongo Fusarium sp en
medio Sabourau, donde se muestra en tiempo (dias) aproximadamente vy el

crecimiento (cm).

Como se observa en las Figura 18 y 19, las cepas presentaron una mayor velocidad
de crecimiento, en las cuales mostraron mayor presencia radial, en el caso de la
cepa Fp8 en PDA (Figura 18) hubo un crecimiento variado en Fpl con 3.04 y Fp8
con 4.00, haciendo una comparacion con em medio Sabouraud (Figura 19) su mayor
crecimiento fue en la cepa Fp5 con 3.38 y Fp6 con 2.91 , haciendo una comparacion
por cada cepa de Fusarium sp, determinamos que cada uno de los hongos tiene
comportamientos diferentes, debido a las condiciones de acoplamiento
dependientes del area de trabajo, que permita el crecimiento del micelio blanco, ya
que cada hongo cuenta con caracteristicas diferentes algunos tienen mejor

comportamiento que otros.
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4.3 Identificacion morfoldgica

A continuacidn, se muestran las caracteristicas de la morfologia en crecimiento de

las cepas para su identificacion, dando descripcidon a su crecimiento en 5 dias las

cuales fueron seleccionadas las de mejor calidad para tomarlas con base a

evaluaciones en morfologia y coloraciones.

Cuadro 6. Caracteristicas macroscopicas de las cepas Fp crecidas en medio PDA a

los dias de crecimiento.

Cepa Identificacion morfologica Tonalidad

Fpl Micelio presente esponjoso, Rosa/morado
con tonalidad rosa/morado.

Fp2 Micelio presente esponjoso Rojo/rosa
disperso, con  tonalidad
Rojo/rosa.

Fp3 Micelio presente, con Amarillo/café rojizo
coloracion cremosa en
amarillo/café rojizo.

Fp4 Micelio presente esponjoso en Crema/opaco
coloraciones bajas cremosas

Fp5 Micelio presente esponjoso en Naranja /rojizo
coloraciones naranja/rojizo

Fp6 Micelio presente disperso Rojo/tinto

esponjoso en coloraciones

Rojo/tinto
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Fp7

Fp8

Fpil

Micelio presente disperso
esponjoso en coloraciones

rosa/ amarillento

Micelio presente disperso en

coloraciones rosa/café.

Micelio presente disperso
esponjoso en coloraciones

morado intenso/tinto

Rosa/ amarillento

Rosa/ café

Morado intenso/tinto

Figura 20. Caracterizacion de pigmentacion y morfologia de crecimiento de cepas

Fp en medio PDA de la parte superior de las cajas Petri a los 5 dias de crecimiento.
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Fpl

Figura 21. Caracterizacion de pigmentacion y morfologia de crecimiento de las
cepas Fp en medio PDA de la parte inferior de las cajas Petri a los 5 dias de

crecimiento.
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Cuadro?. Caracteristicas macroscopicas de las cepas Fp crecidas en medio

Sabouraud a los 5 dias de crecimiento.

Cepa

Identificacion

morfoldgica

Tonalidades

Fpl

Fp2

Fp3

Fp4

Fp5

Fp6

Fp7

Micelio presente aéreo, con

vellosidad rosa/blanquecino.

Micelio presente aéreo , con
vellosidad en color

amarillento/blanquecino.

Micelio presente aéreo, en
coloracion

amarillento/blanquecino.

Micelio presente aéreo en
coloraciones

amarillo/blanquecino.

Micelio presente aéreo en

coloraciones café/rojizo.

Micelio presente disperso,
en coloraciones

rosa/amarillento.

Micelio presente disperso,
en coloraciones en

rosa/medio.

Rosa/blanquecino

Amarillento/blanquecino

Amarillento/blanquecino

Amarillo/blanquecino

Café/rojizo

Rosa/amarillento

rosa/medio.
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Fp8 Micelio presente disperso, Naranja/blanquecino
en coloraciones

naranja/blanquecino.

Fpl1l Micelio presente disperso, Blanco

con coloraciones blanco.

Sabouraud

Figura 22. Caracterizacion de pigmentacion y morfologia de crecimiento de Fp
crecidas en medio en Sabouraud de la parte superior de las cajas Petri a los 5 dias

de crecimiento.
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Sabouraud
Fp2

Fp6

Figura 23. Caracterizacion de pigmentacion y morfologia de crecimiento de las
cepas Fp en medio Sabouraud de la parte inferior de las cajas Petri a los 5 dias de

crecimiento.

Cada cepa evaluada presento propiedades fisicas con pigmentacion y tonalidades a

base de colores diferentes.

De acuerdo con la Direccién General de Sanidad Vegetal del Centro Nacional de
Referencia Fitosanitaria a nivel del laboratorio, Fusarium spp, representa
caracteristicas microscopicas , frecuenta tinciones de colores en negro o marrén con
base de tallos , con manchas rojizas en las vellosidades del micelio o interno, con

micelios rosas y blancos segun (Buechel, 2018).

El medio PDA suele ser utilizado y recomendado para poder realizar monitoreo de
crecimiento a comparacién del medio Sabouraud , el medio PDA esta enfocado al
crecimiento de hongos de todos tipos de tal parecido que el medio Sabouraud es

utilizado para un diagndstico de enfermedades patdgenas especifico a enfermedades
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en humanos, es altamente nutritivo y permite la esporulacion y la produccion de

pigmentos en algunos dermatofitos.
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4.4 Morfologia microscopica de los aislados de Fp

Se opto por tres cepas que fueron analizadas mediante observacién microscdpica.
Estas cepas desempenaran un papel crucial en nuestro proceso de PCR, siendo
especificamente tres de Fusarium las responsables de influir en nuestros resultados

finales.

Figura 8. Vista microscdpica de macroconidios y microconidios

Nombre de Presencia de Macroconidios y Microconidios

Cepa

Fp2
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Fp3

Fp4

O: muestra una presencia de macroconidios y O: presencia de microconidios con
formaciones, cada uno de ellos se encuentran en dispersiones formando de unas a

otras.
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4.5 Extraccion de ADN

Para la extraccién de ADN se tomo parte del micelio realizando un triplicado para su

colecta en medio semi-solido de PDA.

Las muestras de extracciones de ADN fueron las siguientes en Fp1, Fp2,Fp3, Fp4,
Fp5, Fp6, Fp7, Fp8, y Fp1l.

Cada muestra fue colocada dependiendo la cantidad de microlitros, incluyendo

marcadores de peso y colorantes en los pozos del gel de agarosa.

MP Fpi Fp2 Fp3 Fpd FpS Fp6 Fp7 Fps Fpii MP

1“Hn"“ v

— ~

')v-

Figura 24. Electroforesis al 0.5 % de extracciones en el primer pozo “MP” y
ultimo con marcador de peso Lamda Mix , en los pozos 2 a 9 se cargaron las

muestras de ADN provenientes de las cepas Fp con amortiguador Orange 1X.

Por medio de la electroforesis en gel de agarosa se visualizd la calidad en la
integridad del ADN aislado, se observo en banda estrecha cerca del pozo en el que
se colocd la mezcla, la deteccion del ADN puede ser empleadas ara las técnicas

utilizadas en biologia molecular.
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Para el proceso metodoldgico se siguid las técnicas basadas de Zhang et al(1998.),
a comparacion de la metodologia de Velarde & Valdez (2020), donde ellos emplearon
diferente técnica utilizando extraccion de ADN de cultivos monospdricos siendo una
técnica mas simple, a disposicion de nuestras 10 muestras de ADN a la de la

metodologia .

Nuestras muestras presentan ADN , solo que suele variar en su visibilidad ya que

alguno se presenta un poco fragmentado y/o con pocas impurezas.

Finalmente, las muestras pasan al proceso de electroforesis para dar lectura a los

fragmentos de ADN.

Los marcadores de peso molecular permitieron medir el tamafo de la secuencia de

ADN por medio de proceso de electroforesis.

4.5 Cuantificacion de ADN

4.5.1 Concentracion y pureza ADN

Se tomaron las muestras Fp las cuales pasaron por un control de calidad de ADN,

por medio de espectrofotometria.

Se tomaron 2 pL de los ADN aislados de las muestras Fpl ,Fp2, Fp3, Fp4, Fp5, Fp6,
Fp7, Fp8 y Fp11.

En las siguientes figuras se muestran los analisis de las relaciones 260/280 y 260/230

nm.

Con base a los resultados obtenidos mediante espectrofotometria se las muestras

con mayor calidad de ADN en pureza como se muestra en el cuadro 9.

Cuadro 9. Valores indicados de pureza en muestra de ADN
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Relacion

Cepa 260/280 260/230
Fpl 2.12 1.48
Fp2 1.89 0.91
Fp3 2.15 1.71
Fp4 2.09 1.33
Fp5 2.27 -31.42
Fp6 2.43 25.44
Fp7 1.67 0.47
Fp8 2.06 1.32
Fp1l 1.90 0.91

Relacion en valores de ADN con Pureza optima y Pureza aceptable.

En el cuadro 9 se muestran los resultados obtenidos de las purezas de ADN en las
relaciones de 260/230 y 260/280.

La relacion de absorbancia a 260/280 nm fue utilizada para evaluar la pureza del
ADN, en donde la mayoria de las muestras presenta pureza optima como se lugar
ver en este caso es el bajo contenido de proteinas, mientras que la relacion 260/230
también es crucial para detectar posibles contaminantes como los solventes
organicos (fenoles) provenientes de las soluciones de extraccion. Estas medidas son
estandares comunes en la espectrofotometria para caracterizar la calidad de las
muestras de acidos nucleicos, tomando a base la referencia de Velazquez, L. P. A,,
Martinez, M. D. C. A., & Romero, A. C. (2014).
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4.6 Reaccion de la cadena de la polimerasa “"PCR"

Recordando la morfologia microscépica de los aislados de Fp de la figura, se
seleccionaron tres para la amplificacién de ITS usando un termociclador de la marca

C1000 Thermal Cycler , con un tiempo aproximado de 2 horas y 30 minutos.

En esta seccién se dan a conocer los resultados por parte del ADN en su extraccién

dando paso a la cadena de la polimerasa en sus lecturas.

Se tomaron 3 muestras para la PCR las cuales fueron las cepas de Fp2, Fp3 y Fp4,
las cuales se seleccionaron y se llevod a cabo su proceso de lectura por medio de

electroforesis para la reaccién de la cadena de la polimerasa.

750
500

250

Figura 25. Primera corrida de electroforesis 1.5 % de agarosa en PCR pozo 1y 7
"MM" marcador molecular , pozo 4 a 6 muestra de ADN en PCR, PB = nimero de

pares de bases.
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Como se logra ver en la Figura 25 , se efectud una corrida de electroforesis de las
muestras pasadas por la reaccion de la cadena de la polimerasa PCR, conocido como

" taq polimerasa” empleando en muestras nombradas Fp2, Fp3 y Fp4.

La cepa Fp2 y Fp3 en primera muestra, no se logra presenciar ADN fragmentado
debido a las cantidades empleadas contando los tiempos y la cantidad de nuestra
muestra, esto suele debido a que nuestro ADN contiene proteinas o alguna sustancia
que inhibe la reaccion de PCR. En cambio, en el pozo 3, 4 y 5 se logra ver presencia

de ADN presencia de ADN fragmentado e con ayuda de los oligos ITS 1-4.
Basandonos en la guia de la reaccion de la polimerasa Asuar, L. E. (2007).

Cuando se trabaje con un oligo disefiado en el laboratorio (0 que no esta reportado)
se recomienda empezar a ejecutar la técnica en condiciones estandares, y
dependiendo del resultado. Es sugerible probar primero con pocas muestras (por
ejemplo, de 5 a 10 ADNs diferentes), y una vez que esté montado el PCR, entonces
se hace el experimento con las muestras que se necesiten, asi para evitar un

desperdicio de estas evitando el gasto de oligos.
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MM Fp2 Fp3 Fpda Fpdb MM

750
500

750
500

250 250

Figura 26. Segunda corrida de electroforesis 1.5 %PCR pozo 1y 6 "MP”
marcador de peso , pozo 2 a 4 muestra de ADN en PCR, mostrando PB = nimero

de pares de bases.

Realizando una segunda corrida en la figura 26, se logra ver mayor presencia de
ADN en Fp2,Fp3 y Fp4 , dentro del Fp4 se realizé una doble corrida comparandola

con la anterior para ver la reproducibilidad de la técnica de PCR.

Los marcadores de peso molecular permitieron visualizar que se estaba amplificando
la regidn de interés ya que el amplicon de IT1 al ITS4 tiene un tamafio aproximado
de 5XX pb.

Nuestra técnica de PCR sirvid para amplificar la region de interés de los candidatos

causantes de Fusariosis en maiz.

4.7 Espectrofotometria de PCR.

Concentracion y Pureza de ADN en PCR.
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Una vez mas pasando por el proceso de espectrofotometria de nuestras muestras
en PCR, en el equipo se colocaron 2 L por cada muestra en cada uno de los orificios
, con ayuda del NANODROP 8000, se realizaron las lecturas correspondientes de las

3 cepas elegidas.

Cuadro 10. Concentraciones de purezas de ADN por medio de

espectrofotometria.
Relacion
Cepa 260/280 260/230
Fp2 1.59 0.90
Fp3 1.56 0.85
Fp4 1.53 0.7

Relacién en valores de ADN con Pureza optima.

Una muestra libre de impurezas garantiza una calidad adecuada para la muestra,

que permita clarificar e identificar cada una de ellas.

En el cuadro 10, se analiza una relacion de las cepas de Fusarium sp, por el proceso
de espectrofotometria en donde las 3 muestras elegidas fueron aceptadas por su

calidad en pureza, es decir las cepas son estables y estan libres de contaminantes.
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4.7.2 Secuenciacion de los amplicones ITS.

Una vez realizada la purificacion de nuestras muestras , se llevd a cabo la
secuenciacion conocida con el nombre Sanger, una vez obtenido el resultado se
utilizaron dos programas el primero conocido como “Crustal Omega”, que permite
conocer las bases donde se mide el alineamiento de empalme dentro de las hebras

de ADN.

La secuenciacién de los amplicones se realizé en ambos sentidos de las hebras para
cubrir tota la region ITS1 a ITS4, con ayuda del programa “Crustal Omega” que
genera un producto de 5xx pb. Para obtener una sola secuencia fusionada una de
las cadenas fue invertida para generar el mismo sentido de la cadena posteriormente
fueron alineados para ver la zona de empalme y generar asi una solo cadena de

mayor amplitud como se muestra en el cuadro 11 de abajo.

Cuadro 11. Zona de empalme de la secuencia.

Iniciador Secuencia 3'------------ 5°
5’ ----------- 3I
= GATATTTTATCCTACTCACCATTAGTATTATGTAGTGTGGGGTACTCACCCCGCGGCGGCGCGTA
Fp2 Fusion 1515bp
CTACGAGGGGGGGTGTTAAGCCGCGCCCCCCCCCTCTCTCAGTGTGTGTTTTITTITTTCCCCCCA

CACGCAAGAGAGAGAACCCCCCC GGCCTGGTGATACTCCTC CCACCACCCACA

AGGGGGGGGGGGAGAGTCACCCCCATCCCACCCCCCCCCACAAGGACGCCCCCCA AAAA

GAGTTGTATCTCCCAATTTTTCCACCCCCCCCCCCTTTTCCCCCCCTTTGTTTTTTTTTAAGGCCC
CCCCCCCCCGAAGCCCTCGTAAAATTTTTAATTATTTTTGGTTTTTACTCCGGAATTTAAAAAATA
GAAAAAAGATTTAGGGTCCTCTGGGCGCCCTTCCCTTTTACCCGGAGCGGGTGTTCCCCCGAGG
CAAACAAATTGGATGTTCACCGGGGTTGGAGTTTTAAACTCGGTAAAGATTTTCCTCCGGGCCTT
TGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGGTT
TAACGGCTTGGCCGCGCCGCGTACCAGTTGCGAGGGTTTTACTACTACGCAATGGAAGCTGCAG

CGAGACCGCCACTGTATTTCGGGGCCGGCTTGCCGTGAGGCTCGCCGATCCCCAACACCAAACC
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CGGGGGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAA
TGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTG
CGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTA
CTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTTCCGTTTTACCGGG
AGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAATTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGG
TAATGATCCCTCCGCAGGAACCCCTTACAGAAACATTACGAGTTTACAACTCCAAACCTGTGAAC
ATACAATTTTTGCTCGCCGAACACCGCTTCCGGTAAACGGGAGGGCCGCGGAAGGACCCTAAAC
TTTTTTCCTTTTTTTAACTTCGAGTAAACCCTAATTAAATCAAAATTTTCACGGGATTTGTTTTTT
TGTCTTAAAAAAAACACAAAGGCGGCAAAAGTGAGGTGTAGAAAAATTGTTAATGAAACACTTTT

TAAAAGCGCGGGCCTTCCTGCGGGGGGTTATGAGGAGTTTCCTCCCCCCCCCGTTTGGTGTTTG

GAAAAGCGAGCCACCCGGACACCCACAAAAAGGGGTTTTGTCTCTCCCCCGTGTGGAGATAAAA
CACTCGCGGGAGACGGCGCCGCTCTTCCCCCCCTTGATGTGTCTCTCGAGGTGAACACCCCCATA

TATATATGTGTGAGTGGAGAGGAAACT

Fp2 ITS fisioned

AGTTTTTTTTTTCTTCTCCCCTAATATATATAATAATAAGGAGGGGGTTTTCCCCCCCCTGCGCG
GGGCAAAAACAAAAAGAGAGGGGGGGTAATAGCGGGCCCCCCCCCCCCCGTGGGGGTGTTTTTT
TTTTTTACCCCAGCGAGAGAGGCAGAGACACCCCCCCTTTTTTTTTGGGGGGGGGCGCAGAGCG
TCGCTATTCCCCCCAACAACCAAAAGCGGTGGGTGAGAGAGAATACCCACCCAACCGCGGCGGG
GGGGCGGGGTTTAAAAGAGAGTCTAAATTATTTTTTTCCCCCCCCCCCACAACTCCCTTCGCTTT
TTTTTTTAAAACGAAAAACACACCAATTCCTGTGAAAATTTTAATTTATTTTAGGGTTTACTCCGG
AATTAAAAAAAAAAAAACAAAATTTAGGGTCCTTCGGCGGGCCTTCCCGTTTTACCGGAAGCGGG
TGGTTCCGCGGAGCCAACCAATTGTATTTTCACAGGGTTTGGAGTTGTAAAACTCGTAATGATTT
TCCTCCGGGATTTTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCA
GAAGTTGGGGGTTTAACGGCTTGGCCGCGCCGCGTACCAGTTGCGAGGGTTTTACTACTACGCA
ATGGAAGCTGCAGCGAGACCGCCACTGTATTTCGGGGCCGGCTTGCCGTGAGGCTCGCCGATCC
CCAACACCAAACCCGGGGGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATA
CTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTA
TCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTT
ATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTTC
CGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAATTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAG
TTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGCACCCCCAACGAAAACATTACGAGTTTACAACTCC
AAACCTGGTGAAAAAAACATTGTTGGCCGGGCGGAACAACCGCTCCCGGTAAACGGGAAAGGCC
GCCGAGGGACCCTAAACTCTGTTTTCTATATTTAACTTCGGAGTAAAAACATAAATAAATCAAAAT
TTTAACAACGAATTGGTGGTTTCCGGGCTTCAAAAAAAAGACACACAGCGCTTGAGTAGTGTGAA
TGCAAAATTTGTGAAACACCACTTTTTTAACACACGGCGCCCCCCGCTATAGGCGGGGGGGCTTC
TACCCGGTTCTGTGTTTGGGAAAAGAAGAGCTTAGAGCACCCCAAAAAAAGAGTGGCGTGCGCT
CTCCTCGTGGCGTATAATAAAACACTCACGTGAAGAGGGGGCGCGCGCTTACACACACTCTTGTA

TTGATCTCTCAAGGGGAGAGACGCGTCATATACAATATTATGGGGAAGAGAAAAAA

Fp4ITSfisioned

CTCCCGGGTTTCACACTCCCACATCTCGCAGTACACGTCGCTGTTTAATGACACAGCAGCACACA

GCCGTTAGAGAGTTATAATTATGTTCTGTTATCTCAGAGAGAACCCTATATAAAAAAATTTGGGG
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TCTTTGGCGGGCGCGCTATATGTCGTTTATTTCCCCGCGGAAACCTTAAAGGTTTTTTCACCGGT
GGAGGAGTGAAAACTCGTAAATTTCCTCCGGCCTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCT
ACCTGATTCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGTGTTTTACACATTCAGAAGTTGGGTGTTTTACG
GCGTGGCCGCGCCGCTCTCCAGTTGCGAGGTGTTAGCTACTACGCAATGGAAGCTGCGGCGGGA
CCGCCACTGTATTTGGGGGACGGCGTTGTGCCCGCAGGGGGCTTCCGCCGATCCCCAACGCCAG
GCCCGGGGGCCTGAGGGTTGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGC
GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTC
GCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATTTATTTGCTTG
TTTACTCAGAAGAAACATTATAGAAACAGAGTTAGGGGGTCCTCTGGCGGGGGCGGCCCGTGTT
ACGGGGCCGTCTGTTCCCGCCGAGGCAACGTTATAGGTATGTTCACAGGGTTGATGAGTTGTAT
AACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCCTACGGAATACCGAGTTATACAACTCACAACCGG
GGAAAATACCTTTTAAGTTTCCCCGGGCGGAAAAAAAACGGCCCAAAAGGGGGCCCGCCCCAGG
ACCCCAAATCTTTTTTTTATAAGGTTTCTCCGGAGTAAAAAGCAAATAAATTAAAACTTTCTCACG
GGACCTTTGGGGTCTTGGCTCTTTAAAAAAAGCACGCCAAGGGGATAAGTAGGGGGGGAGGTAA
AAAACTGGGCAGCACCACACTCTTTTAAACCCATTGGGCGCGCCGCATATATGGGGCGGAGTGC

GTCTTAGAGATATCTACACCCCCGGCGCCGCGGGGGGGTGTTGGGGAT

En el cuadro 11 se muestran las secuencias que fueron “Blasteadas” para la
busqueda de la identidad molecular de las cepas, el alineamiento de la secuencia se
hace con la finalidad de garantizar la formacidén de un complejo estable, las bases
de empalme son las que se muestran en color amarillo en donde los oligos ITS 1-4
son pegados a las pares de bases 3’y 5° que permiten conocer el gen de interés,
con base al Taq polimerasa y una enzima termoestable para seguir una secuencia

hasta encontrar una repeticidn en los ciclos en las bases nitrogenadas en ADN.
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Cuadro 12. Iniciadores especificos, empleados para la amplificacion de

fragmentos de la especie de Fusaria.

Nombre del iniciador  Género de Especies

Especies identificadas

Fp2 Fusion 1515bp Fusarium nygamai
Fusarium sp
Fusarium proliferatum
Fp3 ITS fusioned Fusarium nygamai
Fusarium proliferatum

Fusarium spp

Fp4 ITS fisioned Fusarium spp

Fusarium spp KC

Fusarium spp KC

98.32 %

95.70%

93.27%

97.82%

93.62%

93.37%

97.56%

91.76%

91.56%

73



Como se logra ver en el cuadro 12 se identificaron especies a base de nuestros
iniciadores Fp2, Fp3 y Fp4 en donde los valores de identidad para las cepas

superaron el 90%, a base de la herramienta Targeted Loci Nucleotide BLAST.

Las secuencias con alto porcentaje de identidad fueron elegidas y analizadas a base

de nuestro gen (ITS).

Se identificaron especies las cuales fueron Fusarium nygamai, Fusarium proliferatum

y especies de Fusarium spp.

Fusarium nygamai resalta en ser el importante en la identificacion de especie en un
98.32 - 97.82% toma el papel protagonico en Fp2 y Fp3 , se sabe que en diversos
estudios se ha presentado como un hongo asociado en pudrimientos basales del
tallo y en la raiz del grano. Por lo general, se pueden diferenciar mediante el uso de
pruebas de apareamiento o mediante secuencias de ADN. La separacion entre ellas
como especies bioldgicas no es completa segiin (John F. Leslie & Brett A. Summerell,

2006).

A comparacion de Fusarium spp 97.56% en Fp4, pero no una identificacion de una
sola especie , como se sabe Fusarium spp dicta de ser en varias especies y no se
logra dar una identificacion individual de Fp4, si bien este hongo produce metabolitos
tdxicos que ponen en peligro la salud de los seres humanos y de los animales segun,

(Ma et al., 2013).

Basandonos a nuestras referencias de estudio se logré identificar que Velarle y

Valdez(2020) obtuvieron una especie de Fusarium nygamai, resaltando como los
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principales con mayor predominancia habitualmente encontrado en plantas en este

caso del maiz.

4.8 Vista microscopica final de Fusarium spp

Fusarium nygamai Fusarium nygamai Fusarium spp

N \° Son
N YN ] : {
2 3

Figura 27. Vista microscopica de especies de Fusarium spp.

Retrocediendo a la identificacidn macroscopica Fusarium nygamai y diferentes
especies en Fusarium spp, (figura 27) en cada una de ellas se logra observar

presencia de macroconideas y microconideos.

Segun Leslie y Summerell (2006), los macroconidios suelen presentarse en el género
de Fusarium spp en forma de medialuna, hialinos y septados, en su clasificacion es
de importancia el largo, ancho, curvatura, septos, agrupaciones mucoides

(esporodoquios) y detalles de las células de los extremos. Los microconidios,
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ausentes en algunas especies, poseen formas variadas (fusiformes, ovales,
clavadas, entre otras), agrupaciones (estructuras mucoides llamadas “falsas

cabezas”), en cadenas largas o cortas.
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Capitulo V

Conclusiones
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5.1 Conclusiones del proyecto, recomendaciones, experiencia
profesional y personal adquirida

La identificacion de especies dentro del género Fusarium spp, fue de manera precisa

y rapida.

La utilizacion del amplicon ITS1-4 permitio identificar las especias correspondientes
a los aislados Fp2 y Fp3, como Fusarium nygamai, en el caso de la cepa Fp4 es
recomendable ampliar el nimero de amplicones como tub2 o tefl, para poder

identificar la especie.

La utilizacion de técnicas moleculares y recopilaciéon de informacion molecular
permite dar un impulso en aspectos biotecnoldgicos en proyectos, que permitiran
conocer diferentes mecanismos de diferentes especies, ya sea de plantas entre

otros, desarrollando alternativas de control para diferentes patdgenos en cultivos.

5.2 Conclusiones relativas a los objetivos especificos

Cada uno de los objetivos establecidos dentro del proyecto fueron cumplidos y

desarrollados en tiempo y forma siguiendo orden planteado.

5.4 Aportaciones originales

El aspecto de biologia molecular es una herramienta Util para poder dar respuestas
a diferentes series de preguntas, conociendo a fondo diferentes especies
dependiendo a que se quiera enfocar , en este aspecto al género, conociendo a base
de estructuras, acidos nucleicos , deteccién de proteinas , pasando a un proceso

bioldgico.

La busqueda de informacion relevante a base de identificacion molecular ,fue

esencial para realizar comparaciones en deteccion de géneros de especies, en
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trabajos de ADN , basado en agricultura aplicando organismos para su desarrollo,
en tener control de plagas en cultivos en este caso el maiz, dando una produccion
eficaz ,disminuyendo gastos por parte de agricultores al conocer la especie causante

de la enfermedad.

5.5 Limitaciones del modelo planteado

El uso de solo un amplicon genera cierto grado de incertidumbre para la
identificacion molecular ya que un solo gen no permite identificar de manera

especifica a comparacidn de otros genes que puedes ser vareados.

5.6 Recomendaciones

Se propone un convenio por parte del centro de investigacion (CIIDIR), para poder
dar continuidad a este proyecto basado en identificacion molecular, para conocer
diversas técnicas por parte de biologia molecular en biotecnologia, enfocarse poco
a poco e ir conociendo en este aspecto, también se podria implementar la llegada

del uso de material al Instituto Tecnoldgico de Teziutlan.
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Capitulo VI

Competencias desarrolladas
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6.1 Competencias desarrolladas y/o aplicadas

e Responsabilidad y organizacién independiente

e Bulsqueda de informacidn en fuentes confiables bibliograficas.

e Desarrollo y conocimiento de bioldgica molecular

e Uso de equipos de laboratorio

e Uso de técnicas aplicadas en laboratorio en microbioldgica y biologia
molecular

e Uso de software digital

e Busqueda de informacién y redaccion

e Pensamiento analitico y critico
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Figura 28. Recoleccion de muestra de micelio.
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Figura 30. Ajustamiento pH de 8 para amortiguador CTAB.
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Figura 32. Técnica para visualizacién de macroconidios y microconidios.

Figura 33. Visualizacién microscopica de Fusarium sp, en medio CLA.
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de datos o similar, conocido o por conocerse.

: La presente licencia de uso aqui establecida no implica exclusividad
en favor del Instituto Tecnol6gico Superior de Teziutlan; por lo tanto, “EL(LA) AUTOR(A) Y/O
EL(LA) TITULAR" conserva los derechos patrimoniales y morales de “LA OBRA", objeto del presente
documento.

QUINTA — CREDITOS: El Instituto Tecnolégico Superior de Teziutlan y/o el Tecnoldgico Nacional
de México y también por parte del CIIDIR-IPN Unidad Sinaloa, reconocen que “EL(LA) AUTOR(A)
Y/O EL(LA) TITULAR" es el(la) Ginico(a), primigenio(a) y perpetuo(a) titular de los derechos morales
sobre “LA OBRA"; por lo tanto, siempre deberé otorgarle los créditos correspondientes por la autoria
de la misma.

SEXTA — AUTORIA: “EL(LA) AUTOR(A) Y/O EL(LA) TITULAR" manifiesta ser el(la) Ginico(a) titular
de los derechos de autor que derivan de “LA OBRA" y declara que el material objeto del presente
fue realizado por él(ella), sin violentar o usurpar derechos de propiedad intelectual de terceros; por
lo tanto, en caso de controversia sobre los mismos, se obliga a ser el(la) tnico(a) responsable.
Dado en la Ciudad de Teziutlan, Puebla, al primer dia del mes febrero de 2024.

“EL(LA) AUTOR(A) Y/O “EL INSTITU TECNOLOGLGGm
EL(LA) TITULAR", SUPERIOR TEZIUTLmh

A
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Norma Cecilia Hernandez Millan

Nombre y Firma
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EDUCACION

Instituto Tecnolégico Superior
% OO 08 s : de Teziutlan
Asignacién de Asesor(a), Comisién Revisora, Entrega de Trabajo Profesional y Dictamen

Teziutlan, Puebla, s YT TPA L

Asunto:

Asesor(a): JACQUELIN LEON BAEZ

Integrante de Comisién Revisora: DULCE MARIA HERNANDEZ DEGANTE
Integrante de Comision Revisora: FRANCISCO ROBERTO QUIROZ FIGUEROA
Presentes

Por este medio me permito informar que ha sido asignadocomoasesor(a)y comisién revisora del trabajo profesional
que se convertird en Tesis de;

Alumno (a): HERNANDEZ MILLAN NORMA CECILIA

Apellido paterno/matemno/nombre (s)
Nimero de Control: 19TE0702 Licenciatura o Posgrado: INGENIERIA EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS
Plan: 2010 Correo Electrénico: L19TE0702@TEZIUTLAN.TECNM.MX
Cuyo tema es: IDENTIFICACION MOLECULAR DE HONGOS PROVENIENTES DE MAICES CON SINTOMAS DE FUSARIOSIS

25 palabras (méximo)
Se ha enviado a su correo institucional el trabajo profesional o de grado, porlo cual la comisién revisora tendra 5 dia hé biles para realizar las
observaciones al alumnado, el(la) interesado(a) tendrd iguaimente 5 dfas para corregir y las enviard al correo electrdnico institucional de |a comisién
revisora, agradezco de antemano su valioso apoyo en esta importante actividad para la formadén profesional de licendatura ode posgrado de nuestro
alumnado egresado.

Dictamen de Comisién Revisora, Aprobacién de Impresién o Grabacién y Autorizacién para subirla al Repositorio del

TecNM
Siendo el dia: 31 d/ 0 ¥e 2024 se reunieron los miembros de la comisién p
analizadosededdidliberarloya arq sugrabacién y programacién de examen profesional.
JACQU BAEZ DULCE MARI/
Nombre y Firma del(la) Asesor{a) GND0S ygmbre y Fir
SR

VR j I
FRANCISCO ROBERTO %ngoh FIGUEROA
Nombre y Firma de integrantede la Comisién Revisora

.&Esr,‘o

R08/06/2023 05 = 9
SEY. A%
Folio:49 0"7¢’N§h :r‘,\,‘f’”&
INSTITUTO TECNOLOGICO F-SAC-18
SUPERIOR DE TEZIUTLAN
Su

[IES ©u BE

raccion |y N s/n Alre Libre, Teziutlan, Puebla, C.P. 360 Tels. 231 311 4000 / 4001 / 400 400

2C24
Felipe Carrillo
PUERTO

g/
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Tecnoldgico Nacional de México
Instituto Tecnolégico Superior de Teziutlin

CARTA DE AUTORIZACION DEL(LA) AUTOR(A) PARA LA CONSULTA Y
PUBLICACION ELECTRONICA DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

El que suscribe:

NORMACECILIA  HERNANDEZ MILLAN
Con Numero de 19TE0702
Control
Perteneciente al
Programa INGENIERIA EN INDUSTRIAS ALIMENTARIAS

Educativo

Por este conducto me permito informar que he dado mi autorizacién para la consulta y publicacion
electronica del trabajo de investigacion en los repositorios académicos.

Registrado con el

producto: TESIS

Cuyo Tema es:

IDENTIFICACION MOLECULAR DE HONGOS PROVENIENTES DE MAICES CON SINTOMAS DE
FUSARIOSIS

Correspondiente al periodo:

AGOSTO-DICIEMBRE 2023

Y cuyo(a) director(a) de tesis es:

DR. FRANCISCO ROBERTO QUIROZ
FIGUEROA.

MPB.JAi/Q@LlE“IJ%EéN BAEZ

ATENTAMENTE

NORMA CECILIA HERNANDEZ MILLAN

Nombre y firma

Fecha de emision: 01/02/2024
c.c.p. Subdireccion Académica
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