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LA PIGMENTACION DE Fusarium verticillioides (SACC.) COMO
FACTOR DE VIRULENCIA EN PLANTULAS DE MAIZ!

Alma Rosa Solano-Bdez?, Carlos De Leon-Garcia De Alba ?, Guadalupe Valdovinos-Ponce?,
Hilda Victoria Silva-Rojas’, Lauro Soto-Rojas?

RESUMEN

La pigmentacion de Fusarium verticilliodes (Sacc.)
como factor de virulencia en plantulas de maiz. El obje-
tivo de este trabajo fue determinar la relacién entre el color
del pigmento producido por aislamientos de F. verticillioides
y la virulencia en pldntulas de maiz. Las mazorcas de maiz
sintomdticas y asintomadticas se colectaron en el Estado de
Veracruz, México durante el ciclo agricola primavera-verano
2008. El experimento se analiz6 siguiendo un disefio expe-
rimental en parcelas con doble divisién y se realizé en con-
diciones de invernadero en dos ciclos; otofio- invierno 2008
y primavera-verano 2009, en el Colegio de Postgraduados
Campus Montecillo, Estado de México. La pigmentacién
de los aislamientos obtenidos de semillas sintomdticas con
micelio morado, fue mds intensa y con micelio blanco mos-
traron un color mads homogéneo, mientras que los de semillas
asintomadticas tuvieron coloraciones de micelio violeta tenue
y de blanco a crema. Los aislamientos obtenidos de semillas
sintomdticas y asintomadticas fueron patogénicos, el de color
morado de semillas sintomdticas fue mds virulento que el
blanco, caso contrario en semillas asintomaticas, donde el
blanco fue mds virulento.

Palabras clave: Hongos, micelio-morado, micelio-
blanco, semilla-sintomatica, semilla-asintomatica.

ABSTRACT

The pigmentation of Fusarium verticillioides (Sacc.)
as factor of virulence in maize seedlings. This research
aimed to determine the relationship between the color of the
pigment produced by isolates of F. verticilliodes and virulence
in maize seedlings. Symptomatic and asymptomatic corn cobs
were collected in Veracruz State, Mexico during the spring-
summer cycle of 2008. The experiment was analyzed using an
experimental design in split plots with a double division, under
greenhouse conditions during two crop cycles, fall-winter of
2008 and spring-summer of 2009, in the Postgraduate College
Campus Montecillo, Mexico State. The pigmentation of the
isolates obtained from symptomatic seeds with mycelium was
more intense with a purple color, and the white mycelium
isolates showed a more homogeneous color. Isolates from
asymptomatic seeds had a tenuous violet coloration, and from
white to cream coloration of mycelium. It was observed that
isolates from symptomatic and asymptomatic seeds were
pathogenic; the purple isolations from symptomatic seeds
were more virulent than the white isolate, opposite to what
happened with the isolation from asymptomatic seeds, in
which the white mycelium was more virulent.

Key words: Fungi, purple-mycelium, white-mycelium,
symptomatic and asymptomatic seed.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales de
mayor produccién y consumo a nivel mundial (Torren
2008). En México, este cereal ocupa anualmente una
superficie de aproximadamente ocho millones de
hectdreas y se cultiva bajo diferentes regimenes de
humedad, incluyendo riego y temporal (Oropeza et
al.2004).

Al ser una planta cultivada, el maiz no escapa
del ataque de patégenos que reducen su produccién
(Eubanks 2001), como es el caso de Fusarium verti-
cillioides poblacion A (Sacc.) Nirenberg [Teleomorfo:
Gibberella fujikuroi (Sawada) sin. Fusarium moni-
liforme (Sheldon) (Whalley 2003). A nivel mundial,
esta especie causa pudriciéon de mazorca y tallo, asi
como tizén en las plantulas (De Ledn 2004). Ademads
de causar efectos negativos en la produccién y calidad
de la semilla, el hongo es de gran importancia por la
produccién de micotoxinas como las fumonisinas B1
y B2 (Vigier et al. 1997).

Las especies del genero Fusarium sintetizan me-
tabolitos que se clasifican con base en la actividad bio-
16gica, estos metabolitos son pigmentos, micotoxinas,
antibidticos, di y tri-terpenoides, y compuestos con
estructura de anillo cuya actividad bioldgica no ha sido
estudiada (Chelkowski 1989, Nelson 1992).

Algunos aislamientos de F. verticillioides al se-
cretar pigmentos, presentan variaciones en medio de
cultivo PDA (papa-dextrosa-agar) (Klittich y Leslie
1992) que van del color violeta al morado intenso
(Levic et al. 1994). Dichos pigmentos tienen propieda-
des antibacterianas (Visconti et al. 1983), fitotdxicicas
(Miller 1961), inhiben la germinacion de las semillas
(Kimura et al. 1981) y actian como promotores de
crecimiento al ser ingeridos por insectos (Jayaraman y
Parihar et al. 1975). Se considera que los aislamientos
de F. verticilliodes que producen pigmentos en medio
de cultivo PDA, son mads virulentos que los que no
producen (Kimura et al. 1981, Visconti et al. 1983).
No obstante, su efecto como factor de virulencia atn
no estd bien definido (Golin“ski et al. 1991, Klittich y
Leslie 1992, Medentsev et al. 2005).

El objetivo de este trabajo fue determinar la relacion
entre el color del pigmento producido por aislamientos
de F. verticillioides y la virulencia en plantulas de maiz.
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MATERIALES Y METODOS
Colecta de muestras

Los granos de maiz con y sin sintomas de infec-
cién por F. verticilliodes se obtuvieron de mazorcas
producidas en el estado de Veracruz, México, durante
el ciclo primavera-verano 2008.

Aislamiento del patégeno

Se desgranaron las mazorcas y las semillas se
desinfectaron con una solucién de hipoclorito de
sodio al 1,5%, por tres minutos. Posteriormente, se
enjuagaron dos veces con agua destilada estéril y
se colocaron en cdmara himeda para promover el
crecimiento micelial. Del crecimiento obtenido se
hizo una suspension de conidios para obtener cultivos
monosporicos.

Caracterizacion morfologica

Se realiz6 la identificacién morfoldgica de los ais-
lamientos de acuerdo con Booth (1971), Nelson et al.
(1983), Marasas et al. (1987), Nirenberg y O’Donnell
(1998) y Leslie y Summerell (2006). Una vez obtenidos
los aislamientos puros del patégeno, se indujo la forma-
cioén de fidlides, microconidios, macroconidios y clami-
dosporas. Para inducir la formacion de fidlides, se colocd
una pequefla porcién de crecimiento micelial y agar
sobre un porta objetos dentro de una caja Petri en con-
diciones de humedad y esterilidad por un periodo de 72
horas. La caja Petri se mantuvo bajo luz blanca a 26°C.
Las estructuras obtenidas se midieron y documentaron
con una cimara montada al microscopio compuesto.

Para obtener macro y microconidios se inoculd
en cajas Petri micelio con el medio de cultivo “Carna-
tion Leaf Agar” (CLA), a una temperatura de 22-24°C
por 24 dias (Morales- Rodriguez et al. 2006). Para la
formacién de cadenas de microconidios, se colocd
micelio en cajas Petri con PDA a una temperatura
22-24°C por un periodo de diez dias. Para promover
la formacién de clamidosporas se mantuvieron los
cultivos bajo las mismas condiciones por catorce dias.
La morfometria se obtuvo realizando 100 mediciones
de las estructuras mencionadas.
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Ubicacion filogenética

a) Extraccion de DNA gendmico. De manera
independientemente, se tomaron aproximadamente 5
mm de micelio de los aislamientos de color blanco y
morado derivados de semillas con y sin sintomas de
pudricién de mazorca, incubados a 20 - 25°C con luz
blanca continua. El micelio, se colocé en un tubo Ep-
pendorf de 200 u1 conteniendo 30 pl de la solucién de
lisis. Posteriormente, se colocaron los tubos a 95°C du-
rante cinco minutos y se centrifugaron por diez minutos
a 5000 xg. La calidad del DNA se verificé con electro-
foresis a 76 V/45 minutos, en un gel de agarosa al 1%.

b) Amplificacién por PCR del DNA ribosomal.
Para la amplificaciéon de la regién ITS se utiliza-
ron los iniciadores universales ITS5 (5’-GGAAG-
TAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5 -TCCTC-
CGCTTATTGATATGC) (White et al. 1990) que
amplifica un fragmento de aproximadamente 580
pares de bases (pb). Para amplificar la regién del
ITS y ~600 bp del gen 28S rRNA, se utilizaron los
iniciadores ITS5 y NL4 (5’-GGTCCGTGTTTCA-
AGACGG-3’) (O"Donnell, 1992), para amplificar un
fragmento de 1,100 bp.

La mezcla de reaccion para PCR se prepard en
un volumen final de 25 conteniendo, 10 u1 de agua, 2
L de Cloruro de magnesio (0,2 mM), 2 ul de GoTag
DNA (2x), 2 ul de deoxinucleosido trifosfatos (0,2 mM
cada uno), 2 ul de cada iniciador (20 pmol) y.4 uL de
la enzima Taq (1 x) DNA polimerasa, 5 ul de DNA.

Las amplificaciones se realizaron con un ciclo
inicial de desnaturalizacién a 95°C por dos minutos;
35 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por un minuto,
el alineamiento a 57°C por un minuto, y una extensién
final a 72°C por dos minutos; finalmente un ciclo de
amplificacién a 72°C por diez minutos.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo
en un Peltier Thermal Cycler PTC-200, las amplifi-
caciones se verificaron por electroforesis en un gel
de agarosa al 1,2% preparado con 1x TAE bufer (Tris
Acetate-EDTA) y corrido a 87 V/cm? durante una hora.
El gel se tiié con bromuro de etidio (3 mg/l), y las
bandas se visualizaron en un transiluminador Gel Doc
2000 UV. Los productos amplificados se limpiaron con
el kit de purificacién QIAquick PCR. Estos productos
se secuenciaron en ambas direcciones con un sistema
automatizado de secuenciacién de DNA para asegurar
que no hubiera lecturas de nucleétidos incorrectas.
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En la amplificacién de la region del IGS los com-
ponentes de la mezcla de reaccién para PCR fueron;
6,2 ul de agua, 0,3 ul Tag ADN, 5 ul de buffer, 2,5 ul
MgCl,, 2 ul CNS1 (iniciador 1), 2 ul CNL11 (inicia-
dor 2),2 ul de DNTPs y 5 uL. de DNA, para hacer un
volumen final de 25ul. La amplificacién se realiz6 con
una desnaturalizacion inicial de 95°C por dos minutos,
35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante dos mi-
nutos, el alineamiento 60°C por un minuto, extensién
final 72°C por un minuto, un ciclo de amplificacién a
72°C por 7 minutos, conservacién de ADN a 4°.

¢) Andlisis filogenético de la region del ITS. Las
secuencias de ambas regiones se ensamblaron y edi-
taron usando BioEdit versién 7.0.5 (Hall 1999) para
secuencia consenso. Esta se comparé con las secuen-
cias depositadas en el GenBank del National Center
for Biotechnology Information (NCBI), mediante la
opciéon BLASTN 2.2.19 (Zhang et al. 2000). Para el
analisis filogenético, la secuencia consenso se compild
en un archivo fasta y se aline6 con el profile mode del
Clustal W 1.8.1. (Thompson et al. 1994), incluido en
el programa Mega 4.0.2 (Tamura et al. 2007) y anali-
zada con el método de Maxima Parsimonia utilizando
la opcién Close Neighbour Interchange (CNI) search
(nivel=1), con darbol inicial por adicién al azar (10
reps) Los gap/missing se consideraron como comple-
tas deleciones. Para determinar los valores de confian-
za de los agrupamientos dentro del drbol resultante, se
estimo un andlisis de bootstrap con 1000 repeticiones
(Felsestein 1985).

Clasificacién por pigmentacion

Los cien aislamientos del hongo obtenidos de se-
millas con y sin sintomas de infeccién por pudricién de
mazorca, se clasificaron con base en su pigmentacién
en blancos y morados. Se obtuvieron cultivos monos-
poricos hasta que la pigmentacién de los aislamientos
fue constante.

La medicién del color de cada aislamiento se
hizo en un espectrofotémetro. El micelio purificado
obtenido de los aislamientos que produjeron colonias
blancas y moradas se colocaron independientemente
en un matraz con medio de cultivo papa-dextrosa (PD)
por un periodo de quince dias en agitacién constante,
posteriormente se licud y se coloc6 en tubos de ensayo
para medir la absorbancia. El espectrofotometro se
calibr6 a 550 nm, absorbancia usada para detectar
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metabolitos en especies de Fusarium (Chelkowski
1989) usando como blanco medio de cultivo PD.

Concentracion de papa en PDA. Los aislamien-
tos con crecimiento micelial de color blanco y morado,
obtenidos de semillas sintomadticas y asintomadticas, se
sembraron independientemente en medio de cultivo
PDA preparado con 50, 100,150 y 200 g de papa. Se
observo la variacion en la produccion del pigmento.

Prueba de patogenicidad. EIl experimento se
realiz6 en condiciones de invernadero en los ciclos
otofio- invierno 2008, manteniendo una humedad
relativa (HR) promedio de 65% a 22°C, en primavera-
verano 2009 con una HR promedio de 75% a 24°C.
Los aislamientos blanco y morado de semillas con y
sin sintomas de pudricién de mazorca se incrementa-
ron en sustrato de avena entera, humectada por doce
horas y esterilizada durante dos horas a 120°C a 20
Lb de presion.

Las pruebas de patogenicidad de los diferentes
aislamientos se llevaron a cabo mezclando diferentes
proporciones del sustrato inoculado con suelo estéril
(100% suelo: 0%indculo, 80%suelo: 20% indculo,
60%suelo: 40%indculo, 40%suelo: 60%indculo, 20%
suelo: 80% indculo, 0%suelo: 100%indculo) usando
una concentracion de 2x10° conidios/g de sustrato
inoculado.

En cada mezcla (tratamiento) se colocaron diez
semillas de maiz blanco del sintético VS 356 (origen
2007B) provistas por el Campo Cotaxtla, del Instituto
Nacional Investigaciones Agricolas y Pecuarias, con
cinco repeticiones por tratamiento.

Se realizaron tres evaluaciones de severidad del
area foliar de las plantulas de maiz, con base en la si-
guiente escala diagramatica: plantula sana (testigo) =1;
plantula de tamafo reducido = 2; plantula clordtica y
de tamafio reducido = 3; plantula con hojas atizonadas
y/o enrollamiento foliar = 4 y plantula muerta = 5. La
primera evaluacion se realizé a los quince dias después
de la inoculacién (ddi), la segunda 20 ddi y la tercera a
los 25 ddi; en esta ultima, ademas de la severidad del
area foliar, se tomo el peso de raiz de cada plantula.

Los resultados obtenidos se analizaron con el
programa SAS® System for Windows 9.0 (2002)
siguiendo un disefio experimental en parcelas sub-di-
vididas; siendo parcela mayor aislamiento de semillas
sintomdticas o asintomaticas, parcela mediana color de
micelio blanco o morado y parcela menor porcentaje
de indculo de cada tratamiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion morfologica

Los estados perieciales del genero de Fusarium
admiten una organizacion en secciones, lo que permite
caracterizarlos morfolégicamente (Nelson 1990). Los
aislamientos obtenidos de semillas sintomdticas y
asintomadticas, presentaron caracteristicas similares a
F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sin. F. monilifor-
me) (Figuras 1 a 4) miembro de la seccién Liseola,
en la que sus integrantes no forman clamidosporas,
sino hinchamientos de hifas que ocasionalmente son
confundidas con pseudoclamidosporas. Inicialmente,
los aislamientos desarrollaron crecimiento miceliar en
medio de cultivo PDA de color blanco, posteriormente
naranja y finalmente morado (Nelson ef al. 1983, 1990,
1992, Leslie y Summerell 2006). Fue poco frecuente
la formacion de macroconidias (Nelson ef al. 1983) y
cuando se presentaron tuvieron la célula apical curva-
da y la basal en forma de pie (Nirenberg y O donell
1998) con tres a siete septos (Booth 1971). Hubo
una frecuente formacién de microconidias en cadenas
(Morales-Rodriguez et al. 2006). La conidiogénesis fue
entoroblastica fialidica (Glenn et al. 2004). La morfo-
metria de las estructuras originadas de los aislamientos
obtenidos de semillas sintomdticas y asintomdticas se
asemejo a F. verticillioides y fue similar en los cuatro
aislamientos (Cuadro 1).
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Figura 1.

Morfologia de aislamiento obtenido de semilla de
maiz con sintomas de infeccion. A: micelio mora-
do; B: hifas hinchadas; C: microconidios en cadena
larga; D: croconidios; E: monofidlide. Barras = 10

pm. Montecillo, Texcoco Edo. de México, 2009.
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Morfologia de aislamiento obtenido de semilla
de maiz con sintomas de infeccion. A: micelio
blanco; B: hifas hinchadas; C: microconidios en
cadena larga; D: microconidios; E: monofidlide.

Figura 2.

Barras = 10 gm. Montecillo, Texcoco Edo. de
México, 2009.

Morfologia del aislamiento obtenido de semilla de
maiz sin sintomas de infeccion. A: micelio morado;
B: hifa hinchada; C: microconidios en cadena lar-
ga; D: microconidios; E: monofidlide. Barras = 10

pm. Montecillo, Texcoco Edo. de México, 2009.

Figura 3.

Ubicacion filogenética

El arbol filogenético construido con la amplifica-
cion de los ITS (Figura 5) indicé que los aislamientos
obtenidos de semillas con sintomas de pudricién de
mazorca corresponden a F. verticilliodes, mientras que
los aislamientos de semillas asintomadticas no se ali-
nearon con una especie de Fusarium en especifico. En
una ubicacion filogenética frecuentemente se utiliza
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Figura 4.

Morfologia del aislamiento obtenido de semilla de
maiz sin sintomas de infeccion. A: micelio blanco;
B: hifa hinchada; C: microconidios; D: monofiali-
de; E: microconidios en cadena larga. Barras = 10
um. Montecillo, Texcoco Edo. de México, 2009.

la region del ITS y en ocasiones hay menos del 1%
de similaridad en estas secuencias. En el complejo de
especies de G. fujikuroi la regién del ITS no detecta
diferencias en especies que estan relacionadas filoge-
néticamente (Zeng et al. 2009).

En la amplificaciéon de IGS, los aislamientos de
semillas sin sintomas caen dentro del grupo de espe-
cies complejas de G. fujikuroi. La divergencia de la
secuencia de la region del IGS es mayor que la de las
secuencias de la region del ITS (Sugita ef al. 2004), lo

AlV Gibberella fujikuroi
EF453174.Fusarium verticillioides species complex
AYB98251. Fusarium subglutinans

EU151483.Fusarium verticlllioides

EF453096. Fusarium oxysporum

$5L- EF464166. Fusarium oxysporum

| DQ459870. Fusarium culmorum

98 | DQ459832. Fusarium graminearum

EF453150,Fusarium proliferatum
4“{ EF453149.Fusarium proliferatum
EF453148.Fusarium proliferatum

DQ094752. Fusarium solani

Arbol filogenético construido con secuencias co-
rrespondientes al Espacio Transcrito Interno (ITS)
usando el método de Mdaxima Parsimonia con
1000 en aislamientos obtenidos de semilla de
maiz con y sin sintomas de pudricién de mazorca.
Montecillo, Texcoco Edo. de México, 2009.

Figura 5.
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Cuadro 1. Caracteristicas morfolégicas consideradas en la caracterizacion morfolégica de Fusarium verticillioides (Sacc.) Niren-
berg. Montecillo, Texcoco Edo, de México, 2009.
Morales-  Leslie Niren-  Nelson Booth  Asilamien-  Aisla- Aisla- Aisla-
Rodri- y Sum- berg y etal. (1971) tol miento II  miento miento
guez et merell O’donell  (1983), 111 1\
al. (2006)  (2006) (1998) Nelson
(1990),
Nelson
(1992)
Morfologia
Color Salmon-  Gris- ma- Blanco- Crema Blanco Morado Blanco Morado
purpura genta, purpura beige-vio-
violeta leta
Microconidia 118x  Concélu- 2-3x5-12 5-12x 997x249 856x 9,87 x TA3 x
(largo x ancho en ym) 24.50- la apical 1,5-2,5 1,95 1,93 1,81
12,0 x curvada
1,5-25
Microconidia en cadena + + + + + + + + +
Falsas cabezas + + + + +
Macroconidio 310x3,7 Sinsepto  2,5-5x 30-50 x 39,64 x 342 x 3206x  31x3,09
(largo x ancho en pm) con base 15-60 2,5-4 (5-6 3,58 3,07 3,29
lisa septos)
Conidiéforo Simple Simple Simple Simple Simple  Simple y/o  Simple Simple Simple
oramifi- y/o ramifi- y/orami- y/orami- y/orami- ramificado y/orami- y/orami- y/o rami-
cado cado ficado ficado ficado ficado ficado ficado
Fialides Mo- Monofia- Monofid- Monofid- Monofid- Monofidli- Monofid- Monofid- Monofia-
(largo x ancho en pm) nofidlide lide lide lide lide 20-24  de 279 x lide lide lide
22,0x3,5 x 3,5-4 2,13 22x299 25x222 22x288

Clamidosporas®

- -a

-a

-a

-a

que permitié confirmar la ubicacién de los aislamien-
tos. Debe considerarse que las secuencias de nucle6ti-
dos y las estructuras de la regién IGS responsable de
la heterogeneidad no se han terminado de comprender
(Shihomi et al. 2009), por lo que es necesario usar
otras herramientas moleculares para determinar la
especie a la que corresponde los aislamientos prove-
nientes de las semillas asintomdticas.

Medicion de color con espectrofotéometro
La absorbancia a 550 nm indic6 que la cantidad

de luz absorbida a esta longitud de onda por los
aislamientos procedentes de semillas sintomadticas
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con micelio morado fue de 2,012, mientras que
la del micelio blanco fue de 0,176. De manera
similar, los aislamientos con micelio blanco y morado
obtenidos de semillas asintomdticas obtuvieron valores
de absorbancia de 0,226 y 0,714, respectivamente.
Comparativamente los valores de absorbancia, en
los aislamientos con micelio color morado tuvieron
valores numéricos mds altos que los aislamientos con
micelio blanco. Los pigmentos 8-0- methylfusarubin
producido por F. subglutinas (Visconti et al. 1983) y
el 8-0 methyljavanicin producido por F. verticilliodes
da lecturas de absorbancia a 550 nm (Kimura et al.
1981) con un comportamiento similar a los pigmentos
obtenidos de los aislamientos.
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Efecto de la concentracion de papa en medio de
cultivo PDA sobre la pigmentacion del micelio de
F. verticillioides

El comportamiento en medio de cultivo de los
aislamientos de semillas con sintomas y semillas sin
sintomas fue similar. A los cinco dias después de la
siembra (dds), el crecimiento micelial de color morado
en medio de cultivo con 50 gramos de papa fue difuso
y delgado, con pigmentacién no definida. El micelio
de las colonias blancas, mostré un aspecto fino, de-
sarrollo homogéneo y sin pigmentacién. En medio de
cultivo PDA con 100 gramos de papa, el crecimiento
micelial fue lento y con aspecto algodonoso. En medio
de cultivo PDA con 150 y 200 gramos, el crecimiento
micelial producido por los aislamientos de color blan-
co y morado mostraron una coloracién naranja que
posteriormente se torné morada.

A los 30 dds, el crecimiento micelial color blan-
co en medio con 50 gramos de papa fue homogéneo
y sin pigmentacién. Las colonias con micelio color
morado desarrollaron una pigmentacion mas definida e
intensa. La pigmentacion se produce bajo condiciones
adversas o de deficiencia de algin elemento (Men-
dentsev et al. 2005). En medio de cultivo PDA con
100, 150 y 200 gramos de papa el crecimiento micelial
incrementd la consistencia algodonosa, los micelios
blancos y morados no tuvieron una coloracién bien
definida, ya que en diferentes puntos dentro de la caja
de Petri mostraron pigmentacién morada con micelio
algodonoso. La pigmentacion puede ser variegada en
el medio de cultivo, lo que sugiere que la produccién
del pigmento es influenciada por la concentracién de
papa (Klittich y Leslie 1992).

En algunos casos, cuando se estudia la heradabi-
lidad de un pigmento y la progenie no lo reproduce
homogéneamente, puede deberse a que la pigmenta-
cién estd asociada a un caracter multigénico (Klittich
y Leslie 1992, Nirenberg y O"Donell 1998).

Prueba de patogenicidad

El valor de Pr > F de la fuente de variacién blo-
que, no mostro diferencias significativas, debido a que
las repeticiones del experimento tuvieron el mismo
comportamiento. Por ejemplo, las macetas con inculo
del aislamiento color morado obtenido de semillas sin-
tomadticas color morado, tuvieron el mismo comporta-
miento en los cinco bloques, siendo consistente en la
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evaluacién de severidad en drea foliar y en el peso de
la raiz (Cuadro 2).

La significancia de la fuente de variacion trata-
miento fue <0,0001 tanto en la evaluacidén de seve-
ridad del drea foliar como en el peso de raiz (Cuadro
2). Las plantulas sin indculo (Tratamiento 1) (Figura
6A) tuvieron el mayor peso de raiz (DMS de 0,146)
y no mostraron area foliar dafiada (DMS de 5,9), por
lo que se coloca en un grupo diferente del resto de los
tratamientos. Al incluir el tratamiento 1 en el analisis
de varianza, se incorpora una variabilidad que no esta
asociada con ningin aislamiento o color, por lo que no
se considerd en el andlisis de varianza ni en la compa-
racion de medias de Tukey.

Cuadro 2. Medias del porcentaje de infeccién de F. vertici-
llioides en el area foliar y en peso de la raiz (g) de
plantulas de maiz bajo condiciones de invernade-
ro. Montecillo, Texcoco Edo, de México, 2009.

Concentracion de Media de Media de peso

in6culo severidad* de raiz**

Trat6 100% 58,319 0,28850 a
Trat5 80% 27,201 b 0,50900 b
Tratd 60% 23,172 bc 0,65700 c
Trat3 40% 21,637 bc 0,78700 d
Trat2 20% 18,663 c 1,00600 e

*DMS = 59281.

*% DMS = 0,146, Medias con la misma letra no difieren signifi-
cativamente en P > 0,05.

Los resultados de la proporcién suelo: concentra-
cioén de indculo confirmaron la existencia de una rela-
cién directamente proporcional entre la severidad y la
concentracion del inéculo (Cuadro 3). El tratamiento 6
con mayor cantidad de inéculo, tuvo el valor de seve-
ridad media mds alto (grupo a). En contraste, en el tra-
tamiento 2, que correspondid a la concentraciéon mas
baja de indculo, el porcentaje de severidad fuemenor y
se ubicé en el grupo (c) con dos diferencias minimas
significativas con respecto al tratamiento 6.

Estadisticamente, la severidad en las pldntulas es
similar en los tratamientos con un 40%, 60% y 80%
de in6culo, es decir en los tratamientos 3,4 y 5, res-
pectivamente. Sin embargo, los datos experimentales
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Cuadro 3. Medias del porcentaje de infeccién de F. vertici-
lliodes en el area foliar y en peso de la raiz (g) de
plantulas de maiz bajo condiciones de invernade-
ro, Montecillo, Texcoco, México, 2009.

Concentracion de Media de Media de peso
inéculo severidad* de raiz**
Trat6 100% 58,319 a 0,28850 a
Trat5 80% 27201 b 0,50900 b
Trat4 60% 23,172 be 0,65700
Trat3 40% 21,637 be 0,78700 d
Trat2 20% 18,663 ¢ 1,00600 e

*DMS = 5,9281; ** DMS = 0,146. Medias con la misma letra
no difieren significativamente en Pr > 0,05.

muestran un claro patrén en el que la media de infec-
cién incrementa conforme hay mayor concentracién
de indculo en el sustrato.

El peso de la raiz y la concentracion del inéculo
presentaron una relacion inversamente proporcional
(Cuadro 3.). El tratamiento 2 correspondiente al sus-
trato con menor cantidad de inéculo (20%), registrd
la media del peso de raiz con el valor mas alto y esta-
disticamente diferente al resto de tratamientos (e). En
contraste, el tratamiento 6 (mayor concentracion de
in6culo, 100%), registré la media del peso de raiz con
menor valor, ubicado en el grupo (a).

Por otro lado, la agrupaciéon de medias indicé
que la severidad media observada en el drea foliar y
en el peso de la raiz, no incrementaron significativa-
mente, independientemente del origen del aislamiento
(semillas con o sin sintomas de F. verticilliodes). No
obstante, aunque la evidencia estadistica indique que
los aislamientos no son significativos a un nivel de
significancia estandar (0=0,05), en la determinacién
del grado de severidad el valor Pr > F se muestra una
probabilidad de error de 0,1189 (Cuadro 2). Debe con-
siderarse que en un rango de probabilidad de 0 a 1 se
puede afirmar que el aislamiento de semillas con sin-
tomas de F. verticilliodes es mas virulento, por lo que
la probabilidad de que la afirmacion sea correcta es de
0,8811 el cual es un valor cercano a 1. De acuerdo con
lo observado durante las evaluaciones, la experiencia
visual sugiere que dicho aislamiento es mds virulento
por el dafio que provoca en el drea foliar y la dismi-
nucién del peso de raiz (Figura 6b y Figura 7a), que
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Figura 6.  Pladntulas de maiz con y sin sustrato inoculado. A:

tratamiento 1, sustrato con 0% de indculo; B trata-
miento con 100% de inéculo obtenido de semillas
sintomaticas con micelio blanco. Montecillo, Tex-
coco Edo. de México, 2009.

los aislamientos obtenidos de semillas sin sintomas de
infeccion (Figura 7b y c).

El disefio experimental en parcelas con doble
divisién dej6 ver que la interaccién aislamiento-color
fue significativa, por lo que fue estudiada mediante un
analisis de varianza, considerando como fuentes de va-
riacidn; tratamiento y la interaccién antes mencionada
(Cuadro 4).

En la severidad del drea foliar no hay significancia
en la fuente variacién aislamiento-color, por lo que
las posibles interacciones entre el color de micelio
y el aislamiento obtenido de semillas sintomadticas o
asintomaticas, resultarian en un solo grupo. Debido
a lo subjetivo que puede ser una evaluacion visual de
dafio foliar se debe considerar la variable peso de raiz
en este caso la fuente de variacién de la interaccién
aislamiento-color es significativa (Cuadro 4). Como
resultado de la agrupacién de medias de esta variable,
se tiene que el aislamiento color morado obtenido de
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Figura 7. Plantulas de maiz con sustrato inoculado bajo

invernadero. A: tratamiento con 100% de inéculo
obtenido de semillas sintomadticas con micelio
morado; B: tratamiento con 100% de indculo obte-
nido de semillas asintomaticas con micelio blanco;
C: tratamiento con 100% de indculo obtenido de
semillas asintomaticas con micelio morado. Mon-
tecillo, Texcoco Edo. de México, 2009.

granos sintomaticos, es el mds virulento, ya que tiene
la media con el menor peso de raiz en comparacion
con el aislamiento blanco obtenido de semillas sinto-
maticas. Por otro lado, el aislamiento blanco obtenido
de semillas asintomadticas es mds virulento que el ais-
lamiento morado obtenido de semillas asintomaticas
(Cuadro 5).

Se asocia una mayor virulencia con un menor
peso de raiz porque este comportamiento lo tuvieron
las raices de plantulas que interactuaron con los dife-
rentes aislamientos del hongo, ya que en promedio las
raices de las plantulas que se desarrollaron sin estar
en contacto con F. verticilliodes tuvieron el doble del
peso de raiz (Figura 8).
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Cuadro 4. Significancia de las fuentes de variacién para me-
dir los efectos de los aislamientos de semillas de
maiz con y sin sintomas en interaccién con color
micelial, sobre la virulencia en area foliar y peso
de raiz de pldntulas de maiz bajo condiciones de
invernadero. Montecillo, Texcoco Edo, de México,

2009.
Fuente de varia- Severidad de Peso de
cion area foliar* raiz**
F-valor Pr>F F-valor Pr>F

Aislamiento-color 1,42 0,2419 5,84 0,0011
Tratamiento 93,66 <,0001 40,86 <,0001

*CV=2241; R>=0,89; Media de Severidad = 29,79.
**CV=29,30; R*=0,66; Media de peso = 0,649500.

Fue notable que en concentraciones altas el mice-
lio pigmentado (Kimura et al. 1981) y no pigmentado
(micelio blanco) como en los no pigmentados (micelio
blanco) aislado de los dos tipos de semilla inhibiera la
germinacion. Algunos aislamientos de F. verticilliodes
producen infecciones asintomdticas en semilla. Sin
embargo, una vez que se promueve el crecimiento
micelial, el hongo logra infectar a la semilla afectando
la emergencia de la plantula (Yates y Jaworski 2000).
El hongo es capaz de colonizar tejidos de la planta de
maiz durante todo su ciclo vegetativo, incluyendo raiz,
tallo, mazorca y semillas (White 2004).

Aunque durante la seleccion de las semillas la
presencia del hongo no fue perceptible, no implicé que
estas no estuvieran infectadas (Singh y Singh 1977,

Cuadro 5. Comparaciéon de medias de la disminucién del
peso de raiz, causado por aislamientos micelios
de color blanco y morado obtenidos de semillas
de maiz con y sin sintomas de F. verticilliodes.
Montecillo, Texcoco Edo. de México, 2009.

Aislamiento-color micelial Peso de raiz*

Asintomatico - Morado 0,73880 a
Sintomatico - Blanco 0,71760 ab
Asintomatico - Blanco 0,58520 be
Sintomatico - Morado 0,55640 ¢

*DMS= 0,1409; Medias con las misma letra no difieren signifi-
cativamente en Pr = 0,05.
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Figura 8. Disminucion del peso de raiz causado por aisla-

mientos de semillas sintomdticas y asintomaticas
de maiz con micelio color morado o blanco de F.
verticilliodes. Montecillo, Texcoco Edo. de Méxi-
co, 2009.

Thomas y Buddenhagen 1980). La infeccién asintoma-
tica puede presentarse en cualquier parte de la planta y
ser transmitida por la semilla a las pladntulas, pudiendo
o no desarrollar una infeccion sistémica (Munkvold y
Desjardins 1997). Esta reportado que los granos de maiz
son muy vulnerables a las infecciones asintomaticas de
semillas (Mendoza et al. 2006), ya que las hifas coloni-
zan los espacios intercelulares a diferencia de las infec-
ciones sintomdticas, en las cuales el hongo se desarrolla
inter e intracelularmente (Oren et al. 2003).

Los aislamientos de F. verticilliodes pueden o no
producir pigmentacion (Nelson 1992). En el presente
trabajo se destacé que el micelio morado del asila-
miento de semillas con sintomas fue mds virulento que
el micelio blanco del mismo aislamiento. En contraste,
el micelio blanco del aislamiento de semillas asinto-
maticas fue mds virulento que el micelio morado de
este aislamiento.

Los aislamientos provenientes de semillas
sintomdticas y asintomdticas causaron dafio foliar
y disminuyeron el peso de la raiz. El aislamiento
color morado obtenido de semillas con sintomas de
F. verticilliodes fue mas virulento que el aislamiento
de color blanco. En contraste, el aislamiento de color
blanco obtenido de semillas asintomadticas fue mads
virulento que el aislamiento color morado.
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