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PIGMENTACION DE Fusarium verticillioides (SACC.) Niremberg
COMO FACTOR DE VIRULENCIA EN PLANTULAS DE MAiZ EN

MEXICO.

Alma Rosa Solano Baez, MC.
Colegio de Postgraduados, 2010.

Existen antecedentes de que los pigmentos producidos por especies de
Fusarium tienen efecto fitotoxico en plantas hospedantes de este patogeno,
son inhibidores de germinacion de semillas, ademas de actividad
antibacterial. La influencia que pudieran tener en la virulencia aun no se
define, por lo que en esta investigacion se obtuvieron mazorcas de maiz,
asintomaticas y con sintomas de pudricion de mazorca que fueron
colectadas en el ciclo primavera-verano de 2008 del estado de Veracruz
Meéxico. Se compar6 la patogenicidad de los aislamientos de este hongo
con micelio color blanco, rosado o morado. También, se compararon
diferentes concentraciones de papa en medio de cultivo papa- dextrosa-
agar (PDA) para observar el efecto en la pigmentacion de los aislamientos.
Las muestras del hongo se identificaron morfolégicamente con técnicas
convencionales y se determino que era F. verticillioides. Para la ubicacion
filogenética, se amplifico la region del espaciador interno transcrito (ITS).
Se amplifico la region 28S RNAr, ubicando a los aislamientos dentro del
complejo de la especie Gibberella fujikuroi. Para deliberar entre especies
fue necesario amplificar el espacio intergenico (IGS), los aislamientos de
semillas sintomaticas corresponden a F. verticillioides mientras que los
aislamientos de semillas asintomaticas corresponden a otra especie dentro
del complejo G. fujikuroi. Las diferencias de color de micelio se midieron
con un espectrofotometro calibrado a 550 nm, los valores mas altos de
absorbancia ocurrieron en los aislamientos con color morado intenso. La
concentracion de papa mostro tener influencia en la pigmentacion. Con
50 g L -1, la pigmentacion de los aislamientos con micelio morado fue mas
intensa y los aislamientos con micelio blanco mostraron un color mas
homogéneo. Los aislamientos de las semillas sintomaticas y asintomaticas
fueron patogénicos, el aislamiento color morado de semillas sintomaticas
fue mas virulento que el aislamiento blanco, caso contrario en el
aislamiento de semillas asintomaticas donde el blanco fue mas virulento.

Palabras clave. semillas sintomaticas, asintomaticas, morfologia, filogenia
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PIGMENTATION OF Fusarium verticillioides (Sacc.) AS FACTOR OF

VIRULENCE IN SEEDLINGS OF MAIZE IN MEXICO.

Alma Rosa Solano Baez, MC.

Colegio de Postgraduados, 2010.

There are precedents that the pigments produced by Fusarium species
have phytotoxic effect on hosts of this pathogen, are inhibitors of seed
germination, as well as antibacterial activity. The influence of the
pigmentation in virulence on maize seedlings still not defined, so in this
investigation from corncobs asymptomatic and symptoms of ear rot,
compared the pathogenicity and virulence of monospore isolates with
mycelium color white, pink or purple. Different concentrations of culture
media Potato-Dextrose-Agar (PDA) were evaluated to observe the
pigmentation of the isolations. Monospore isolates were identified
morphologically using conventional techniques and was determinated to
F. verticillioides as the causal agent of ear rot. The phylogenetic location
was realized by the amplification of the region of internal transcribed
spacer (ITS) and of the gene 28S rRNA, placing the isolates inside of
species of the Gibberella fujikuroi complex. Symptomatic seeds isolates
corresponded to F. verticillioides whereas the asymptomatic seeds
isolations belong to another species inside the G. fujikuroi species
complex, it was determined by the amplification of the intergenic spacer
(IGS). The mycelium color differences were measured with a
spectrophotometer calibrated at 550 nm, this high absorbance values
were observed in isolates deep purple color. Potato concentration had
influence in the pigmentation. With smaller amount of potatoes the
pigmentation of the purple isolates was intense purple and the white
isolates showed a uniform color. The isolates from symptomatic and
asymptomatic seeds were pathogenic, the purple isolation of symptomatic
seeds were more virulent than white isolation, otherwise in isolations of
asymptomatic seeds the white isolation were more virulent.

Key words: ear rot, symptomatic sedes, asymptomatic seeds, morphology,

phylogeny
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I. INTRODUCCION
El maiz es uno de los cereales de mayor produccion y consumo a nivel
mundial. Comparativamente, el cultivo posee un valor nutritivo superior al
de la harina de trigo y solo ligeramente inferior al del arroz (FAO, 1993).
En Meéxico, el cultivo de maiz ocupa anualmente una superficie de
aproximadamente 8 millones de hectareas y se cultiva bajo diferentes
regimenes de humedad, incluyendo riego y temporal (Oropeza y Molina,
2004).
Al ser una planta cultivada, el maiz no escapa del ataque de patdogenos
que reducen su produccion (Eubanks, 2001), como es el caso de Fusarium
verticillioides poblacion A (Sacc.) Nirenberg [Teleomorfo: Gibberella
fujikuroi (Sawada) Wr. Ito in Ito and Kimura] sin. Fusarium moniliforme
(Sheldon) (Whalley, 2003).
A nivel mundial, esta especie causa pudricion de mazorca y tallo, asi como
tizon en las plantulas (CIMMYT, 2004). Ademas de causar efectos
negativos en la produccion y calidad de la semilla, el hongo es de gran
importancia por la produccion de micotoxinas como las fumonisinas B1 y
B2. (Vigier et al., 1997).
Las especies del genero Fusarium sintetizan metabolitos que se clasifican
con base en la actividad biologica, estos metabolitos son pigmentos,
micotoxinas, antibidticos, di y tri-terpenoides, y compuestos con
estructura de anillo cuya actividad biolégica no ha sido estudiada
(Chelkowski, 1989; Nelson, 1992).
Algunos aislamientos de F. verticillioides presentan variaciones en medio
de cultivo PDA (papa-dextrosa-agar) (Klittich and Leslie, 1992), al secretar
pigmentos que van del color violeta a morado intenso (Levic et al., 1994).
Dichos pigmentos tienen propiedades antibacterianas (Visconti et al.,
1983), fitotoxicicas (Miller, 1961), inhiben la germinacion de semillas

(Kimura et al, 1981) y actian como promotores de crecimiento al ser
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ingeridos por insectos (Jayaraman and Parihar et al.,, 1975). No obstante,
el efecto como factor de virulencia del pigmento producido por Fusarium
aun no esta bien definido (Golin'ski et al., 1991; Klittich y Leslie, 1992;
Medentsev et al, 2005). Se considera que los aislamientos de F.
verticillioides que produce pigmentos en medio de cultivo PDA, son mas
virulentos que los que no producen (Kimura et al, 1981; Visconti et
al.,1983).

II. HIPOTESIS
La pigmentacion de los aislamientos obtenidos de semillas con y sin
sintomas de pudricion de mazorca, influira en la virulencia sobre

plantulas de maiz.

III. OBJETIVOS
Objetivo general
Determinar la relacion entre el color del pigmento producido por

aislamientos de F. verticillioides y la virulencia en plantulas de maiz.

Objetivos particulares

e Identificar los aislamientos obtenidos de semillas de maiz con y sin
sintomas de pudricion de mazorca.

e Comparar la patogenicidad entre aislamientos obtenidos de semillas
de maiz con y sin sintomas de pudricion de mazorca.

e Comparar la virulencia entre aislamientos con micelio blanco y
pigmentados (micelio morado), obtenidos de semillas de maiz con y
sin sintomas de pudricion de mazorca.

e Determinar si la concentracion de papa (Solanum tuberosum) en
medio de cultivo papa- dextrosa-agar (PDA) influye en la

pigmentacion de los aislamientos.



IV. REVISION DE LITERATURA
4.1 Importancia del maiz
El maiz es uno de los tres cereales mas importante del mundo (Torrent,
2008). El maiz se origin6 en Ameérica antes del ano 5 000 A.C. Durante
varios miles de anos fue seleccionado por los pueblos indigenas en
diferentes aéreas geograficas lo que resultd en un gran numero de
variedades (White, 2004).
En Meéxico, la produccion de maiz blanco representa el 63 y 66 % de la
produccion agricola total en términos de volumen 'y valor,
respectivamente.
Se calcula que entre 2.5 y 3 millones de productores estan directamente
relacionados con la produccion de maiz blanco en México. Hasta unos 18
millones de personas dependen de la produccion de maiz. El Servicié de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) reporté para el ciclo

agricola 2008 un rendimiento de 3.32 ton ha -1 (Lopez, 2003).

4.2 Patogenos asociados a pudricion de plantulas de maiz.

Todos los organos de la planta de maiz son susceptibles al ataque de
patogenos que reducen la capacidad de la planta para crecer de manera
normal, provocando la pérdida de la cosecha del grano (Peiretti-Uzal et al.,
2007).

F. verticillioides poblacion A (sin. F. moniliforme) (Teleomorfo: G. fujikuroi) y
G. zeae (Anamorfo: F. graminearum) causan tizon en plantulas y

pudriciones en tallo y mazorca (Schulthess et al., 2002).



4.2.1 Sintomatologia.

Los sintomas producidos por F. verticillioides semejan a aquellos causados
por Stenocarpellay Cephalosporiumy no se les puede distinguir hasta que
son visibles las estructuras fructiferas, las cuales produciran conidios
(Bressan and Figueiredo, 2005).

Las plantas infectadas por F. verticillioides se marchitan, permanecen
erectas cuando se secan y aparecen lesiones pequenas de color café
oscuro en los entrenudos inferiores, en un corte vertical, se observa
oscurecimiento del sistema vascular. En las etapas finales de la infeccion
la médula es destruida (De Leon, 2004).

En semillas, el primer signo de infeccion es la formacion de micelio blanco
que desciende de la punta de la mazorca y da una coloracién rosada y
morada a las semillas infectadas (Peiretti-Uzal et al., 2007).

A diferencia de G. zeae, el dano que causa F. verticillioides se manifiesta
principalmente en granos individuales o en ciertas areas limitadas de la
mazorca. Los granos infectados desarrollan un micelio algodonoso o rayas
blancas en el pericarpio y germinan estando aun en el olote. (Nelson,

1992).

4.2.2 Caracteristicas morfologicas de F. verticillioides

El hongo presenta conidiogénesis enteroblastica fialidica con produccion
de microconidios en cadena (Glenn et al.,, 2004). La célula basal de los
macroconidios no forma pie y la célula apical esta curvada. Los
microconidios son de forma oval y sin septos, pueden estar en pequenos
agregados. No se producen clamidosporas, s6lo hinchamiento de hifas
(Nelson et al., 1990). El crecimiento en medio de cultivo en PDA se
caracteriza por desarrollar coloracion morado purpura (Leslie and

Summerell, 20006).



4.2.3 Patogenicidad

La enfermedad, ocasionada por F. graminearum ha tenido un mejor
desarrollo que F. verticillioides. Ano con ano hay una alta variabilidad en
la expresion de las enfermedades y esto depende, entre otros factores, de
las condiciones de humedad en campo. (Stewart, 2002).

Cuando F. verticillioides infecta la variacion genética ocurrida en areas
pequenas de la mazorca, indica infecciones independientes de diferentes
fuentes de inoculo. También indica que la presencia de genotipos
multiples del hongo en areas pequenas, provee mas oportunidades de
recombinacion genética mediante reproduccion sexual y asi, el hongo
puede ganar virulencia (Walker, 2001).

La virulencia, es influenciada por fitotoxinas muy potentes, incluyendo los
tricotecenos producidos por Fusarium (Harris et al., 1999). Senialando que
la virulencia es considerada como un componente de la patogenicidad y

definida como grado o medida relativa de esta (D Arcy et al., 2001).

4.3. Pigmentos producidos por diferentes especies de Fusarium.

En F. verticillioides los pigmentos se producen gracias a la presencia
activa de la vitamina A, ya que los carotenoides pueden estar presentes
pero inactivos (Miller, 1961). A continuaciéon se enuncian diferentes

pigmentos producidos por algunas especies de Fusarium:

Anhydrofusarubin (Fig.1).Caracteristicas; Cis5 Hi2 Oe,: peso molecular; 288,
absorbancia Amax 295, ~ 460,500, 535,~ 585 nm. Este pigmento, producido
por la cepa 47 de F. solani, tiene actividad insecticida contra Calliphora
erythrocephala, ademas de un comportamiento similar al fusarubin

(Gerber and Mokhtar, 1979).
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Fig. 1 Estructura quimica de Anhydrofusarubin

Fusaroskyrin (Fig. 2) (4, 47, 5, 57, 8, 8 - hexahydroxy-2-2"-dimethoxy-7, 7" -
dimethyl -1, 1°-dianthraquinone). Caracteristicas; C32H22012; peso

molecular 598; Cristales rojos, absorbancia AtH3 256, 276, 305-310,

mMax

505 nm. Producido por Fusarium sp. Causa en soya la enfermedad del
moteado purpura (Elix et al., 2002).
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Fig. 2. Estructura quimica de fusaroskyrin

Fusarubin y oxyjavanicin (Fig.3). Caracteristicas; Ci1sH1407; peso
molecular 306; Prismas rojos; absorbancia 2A5€L3 303, 505 nm.
Producidos por F. javanicum y F. solani respectivamente, los pigmentos
inhiben a Staphylococcus sp., son fitotoxico en tomate de corte a 40 ug/
ml. Tienen una DLso de, 2 pug/ ml sobre Botrytis allii Munn (Phelps et al.,
1990), son asociados a la decarboxilacion anaerobica del piruvato, a una
concentracion de 30 pug/ ml (Kurobane et al., 1980).
OH O

CH,0 OH
CH,

OH O

Fig. 3. Estructura quimica de fusarubin,

oxyjavanicin



Isomarticin (Fig.4). Caracteristicas; C18H1609; peso molecular 376;
Prismas café; absorbancia AZ°H 227,306, 497 nm. Es producido F. martii
var. Pisi; es fitotoxico en tomate de corte a 8 ug/g. Posee una DLso = 500
ug/ml contra Botrytis allii Munn. A una concentracion de 7 ug/ml inhibe a
Bacillus subtilis, inhibe la decarboxilacion anaerobica del piruvato a 248

ug/ml (Phelps et al., 1980).
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Fig. 4. Estructura quimica de isomarticin

Javanicin, (Fig.5) (5,8-dihydroxy-6-methoxy-2-methyl-3,2"-oxo-propyl-1,4-

naphthaquinone). Caracteristicas; C1sH14O¢; peso molecular 209; Cristales

CHCL
max

rojos; absorbancia A 3307, 510 nm. Es producido por F. javanicumy F.
solani. Tienen actividad antibidtica en microorganismos Gram positivos y

acidos grasos y fitotoxicidad en tomate de corte a 60 pg/ml (Miller, 1961).

OH 0O
CH,0 CH,
CT e
CH,
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Fig.5. Estructura quimica de javanicin solanione.



El 8-0- Methylfusarubin (Fig.6). Caracteristicas; Ci6H1607; peso molecular
320; absorbancia Amax 226, 282.5, 484, 510, 550 nm. Producido por F.
verticillioides (Kimura et al., 1981) y F. subglutinans (Visconti et al., 1983).

OH O
CH,0 OH
CH,
0
OCH, O

Fig.6. Estructura quimica de 8-0- Methylfusarubin.

8-0- methyljavanicin (Fig.7.). Caracteristicas; CieH1606, peso molecular
304; absorbancia Amax 226, 282.5, 482, 510, 550 nm. Es producido por F.
verticillioides y F. solani en altas concentraciones inhibe la germinacion

de semillas de lechuga (Kimura et al., 1981).

OH O
CH,0 CH,
o
CH,
OCH, O

Fig. 7. Estructura quimica de 8-0- methyljavanicin



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Colecta de muestras

Se colectaron mazorcas de maiz en el Estado de Veracruz, México durante
el ciclo agricola primavera- verano 2008. De las cuales, se tomaron cien
semillas con sintomas y cien sin sintomas de infeccion por pudricion de
mazorca. El material se analiz6 en el laboratorio de Enfermedades de
Frutos en Postcosecha ubicado en el Postgrado en Fitopatologia del

Colegio de Postgraduados en Montecillo, Estado de México.

5.2 Aislamiento del patégeno

Se desgranaron las mazorcas y las semillas se desinfestaron con una
solucion de hipoclorito de sodio al 1.5%, por tres minutos. Posteriormente,
se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril y se colocaron en
camara humeda para promover el crecimiento micelial. Del crecimiento
obtenido se hizo una suspension de conidios para obtener cultivos
monosporicos en cajas de Petri con medio de cultivo PDA. Las cajas de
Petri en donde se presenté buen crecimiento micelial se utilizaron para
transferir a nuevas cajas de Petri con PDA con el propédsito de

incrementar al patégeno.

5.3 Caracterizacion morfologica

Se realizo la identificacion morfologica de los aislamientos de acuerdo con,
Booth 1971; Nelson et al.,, 1983; Marasas et al.,, 1987; Nirenberg and
O'Donnell 1998 y Leslie and Summerell 2006. Una vez obtenidos los
aislamientos puros del patogeno se indujo la formacion de: fialides,
microconidios, macroconidios y clamidosporas. Para inducir la formacion
de fialides, se coloc6é una pequena porcion de crecimiento micelial y agar
sobre un porta objetos dentro de una caja Petri en condiciones de

humedad y esterilidad por un periodo de 72 hs. La caja Petri se mantuvo



bajo luz blanca con focos SOLAR® 39W T12/AI/LD a 26°C. Las
estructuras obtenidas se midieron y documentaron con una camara
montada al microscopio MOTICAM 2300® (DC. Imaging, LLC)

Para obtener macro y microconidios se inocul6 micelio en cajas Petri con
medio de cultivo “Carnation Leaf Agar” (CLA), a una temperatura de 22-24
°C por 24 dias (Morales- Rodriguez et al., 2006). Para la formacion de
cadenas de microconidios, se coloco micelio en cajas Petri con PDA a una
temperatura 22-24 °C por un periodo de 10 dias. Para promover la
formacion de clamidosporas se mantuvieron los cultivos bajo las mismas
condiciones por 14 dias.

La morfometria se obtuvo realizando 100 mediciones de cada estructura

antes mencionada.

5.4 Ubicacion filogenética

5.4.1 Extraccion de DNA genomico

Se tomo micelio de los aislamientos derivados de semillas con y sin
sintomas de infeccion por pudricion de mazorca, color morado y blanco
incubados a 20 a 25°C con luz blanca continua. Después de cuatro dias,
cuando se desarrollo el micelio, se tom6 wuna porcion de
aproximadamente S5 mm de micelio y se colocé en un tubo Eppendorf de
200 uL conteniendo 30 uL de la solucion de lisis, LyseNGo (Pierce, USA).
Posteriormente, se colocaron los tubos a 95°C durante 5 min, después se
centrifugaron por 10 min a 5,000 xg. La calidad del DNA se verificé con
electroforesis a 76 V/45 minutos, en un gel de agarosa al 1% Ultrapure™
(Gibco®) utilizando buffer TBE (Tris- Borato-EDTA pH 8.0), el gel se tino
con bromuro de etidio. Las bandas se observaron en un transiluminador
(Gel Doc 2000, BIO RAD_, USA).

Posteriormente se tomo6 5 uL del sobrenadante para las amplificaciones de

los genes ribosomales mediante la PCR.
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5.4.2 Amplificacion por PCR del DNA ribosomal.

Para la amplificacion de la region ITS se utilizaron los iniciadores
universales ITSS (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al, 1990) que amplifica un
fragmento de 580 pares de bases aproximadamente (bp). Otro par de
iniciadores utilizados fueron ITSS y NL4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-
3') (O’ Donnell, 1992), para amplificar un fragmento de 1,100 bp, que
incluyo la region del ITS y ~600 bp del gen 28S rRNA.

La mezcla de reaccion para PCR se preparé en un volumen final de 25 uL
conteniendo la enzima u 1 x Tag DNA polimerasa, 0.8 mM deoxinucleosido
trifosfatos (0.2 mM cada uno), 100 ng DNA, 20 pmol de cada iniciador y 2
unidades de GoTaq DNA (Promega, USA).

Las amplificaciones se realizaron con un ciclo inicial de desnaturalizacion
a 95°C por 2 min; 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 1 min, el
alineamiento a 57°C por 1 min, y una extension final a 72°C por 2 min;
finalmente un ciclo de amplificacion a 72°C por 10 min.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un Peltier Thermal
Cycler PTC-200 (BIORAD, México), las amplificaciones 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=3 durante 1 h. El gel se tiné con
bromuro de etidio (3 mg L -1), y las bandas se visualizaron en un
transiluminador Gel Doc 2000 UV, (BIORAD, USA). Los productos
amplificados se limpiaron con el kit de purificacion QIAquick PCR (Qiagen,
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Estos productos se
secuenciaron en ambas direcciones con un sistema automatizado de
secuenciacion de DNA de Applied Biosystems modelo 3730XL (Applied
BioSystems, USA); para asegurar que no hubiera lecturas de nucleotidos

incorrectas
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5.4.3 Amplificacion de la region IGS.

Los componentes de la mezcla de reaccion para PCR fueron; 6.2 uL de
agua, 0.3 uL Taq ADN, 5 uL de buffer, 2.5 uL MgCl,, 2 uL CNS1 (iniciador
1), 2 uL CNL11 (iniciador 2), 2 uL de DNTPs y 5 uL de DNA, para hacer un
total de 25uL de ADN.

La amplificacion se realizoé con una desnaturalizacion inicial de 95° C por
2 minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 2 minutos, el
alineamiento 60°C por 1 minuto, extension final 72°C por 1 minuto, un

ciclo de amplificacion a 72°C por 7 minutos, conservacion de ADN a 4°.

5.4.4 Analisis filogenético de la region del ITS.

Las secuencias de ambas regiones se ensamblaron y editaron usando
BioEdit version 7.0.5 (Hall, 1999), con el cual se creé una secuencia
consenso. Esta secuencia, se comparo con las secuencias depositadas en
el GenBank del National Center for Biotechnology Information (NCBI),
mediante la opcion BLASTN 2.2.19 (Zhang et al., 2000). Para el analisis
filogenético, la secuencia consenso se compilé6 en un archivo fasta y se
aline6é 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 analizada con
el método de Maxima Parsimonia utilizando la opcion Close Neighbour
Interchange (CNI) search (nivel=1), con arbol inicial por adicion al azar (10
reps), y los gap/missing se consideraron como completas deleciones. Para
determinar los valores de confianza de los agrupamientos dentro del arbol
resultante, un analisis de bootstrap se estim6 con 1000 repeticiones

(Felsestein, 1985).

5.5 Clasificacion por pigmentacion
Los cien aislamientos del hongo obtenidos de semillas con y sin sintomas

de infeccion por pudricion de mazorca se clasificaron en dos grupos,
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blancos y morados de acuerdo a la pigmentacion que presentaron. Se
obtuvieron cultivos monosporicos hasta que la pigmentacion de los
aislamientos fue constante.

La medicion del color de cada aislamiento se hizo en un espectrofotometro
Lambda Bio 10 ® (Perkin Elmer). Para lo cual, 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 15 dias en agitacion constante
Multi- Wrist Shaker (Lab-Line instruments®), se licu6 y se coloco en tubos
de ensaye para medir la absorbancia, calibrando el espectrofotometro a
550nm, absorbancia usada para detectar metabolitos en especies de

Fusarium (Chelkowski, 1989) usando como blanco medio de cultivo PD.

5.6 Concentracion de papa en medio de cultivo PDA

Los aislamientos con crecimiento micelial de color blanco y morado
obtenidos de semillas sintomaticas y asintomaticas, se sembraron
independientemente en medio de cultivo PDA preparado con 50, 100,150 y
200 gr de papa. Se observo la variacion en la produccion del pigmento a

los 15y 30 dias.

5.7 Prueba de patogenicidad

El experimento se realizo en condiciones de invernadero en dos ciclos;
otono- invierno 2008 manteniendo una humedad relativa (HR) promedio
de 65% a 22°C y primavera- verano 2009 HR promedio de 75% a 24°C.
Los aislamientos blanco y morado de semillas con y sin sintomas de
pudricion de mazorca, se incrementaron en sustrato de avena entera. La
avena se humecto por 12 h y se esterilizo durante 2 h 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
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estéril (Fig.8) usando una concentracion de 2x10° conidios/g de sustrato
inoculado.

En cada tratamiento se colocaron 10 semillas de maiz del sintético blanco
VS 356 (origen 2007B) elegido por ser un material apto para desarrollarse
en el tropico Mexicano, mejorado por seleccion recurrente, provistas por el
Campo Cotaxtla, del Instituto Nacional Investigaciones Agricolas y

Pecuarias, con cinco repeticiones por tratamiento.

Fig. 8. Proporciones de hongo/ suelo, utilizadas en la prueba de patogenicidad.

Se realizaron tres evaluaciones de severidad del area foliar de las
plantulas de maiz, con base en la siguiente escala diagramatica (Fig.9):
Plantula sana (testigo) =1; Plantula de tamano reducido = 2; Plantula
clordtica y de tamano reducido = 3; Plantula con hojas atizonadas y/o
enrollamiento foliar = 4 y Plantula muerta = 5. La primera evaluacion se
realizo a los 15 dias después de la inoculacion (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.
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Los resultados obtenidos se analizaron siguiendo un diseno experimental
en Parcelas sub divididas, siendo parcela mayor aislamiento de semillas
sintomaticas o asintomaticas, parcela mediana color de micelio blanco 6
morado y parcela menor porcentaje de inodoculo de cada tratamiento,

utilizando el programa SAS® System for Windows 9.0.

Fig. 9. Escala de severidad foliar; A; Plantula sana (testigo =1), B; Plantula de
tamafio reducido = 2, C-D; Planta con clorosis y/o tamafio reducido = 3. E, F;
Plantula con hojas atizonadas y/o enrollamiento foliar= 4, G; Plantula muerta = 5.
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VI.

6.1 Caracterizacion morfologica

RESULTADOS

Los aislamientos obtenidos de semillas sintomaticas y asintomaticas

infectadas con F. verticillioides presentaron caracteristicas similares

(Fig.10- 13). El crecimiento micelial en medio de cultivo PDA inicialmente

fue de color blanco, posteriormente naranja y finalmente morado. El

hongo presenté hinchamiento de hifas y produccion microconidios sin

septos de forma oval y con la base lisa. En el micelio aéreo se formaron

largas cadenas de microconidios con células conidiogénicas creciendo en

monofialides; los macroconidios fueron muy escasos. La morfometria fue

similar en los cuatro aislamientos (Cuadro 1).

Cuadro 1. Comparaciéon morfologica de cuatro aislamientos obtenidos de semillas con y

sin sintomas de infeccién causados por F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

Caracteristicas morfolégicas

F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg

Aislamientos provenientes de
semillas sintomaticas

Aislamientos provenientes de
semillas asintomatica

Color

Microconidia (largo x ancho
um)

Microconidia en cadena
Macroconidio (largo x ancho
um)

Conidi6foro

Fialides (largo x ancho um)

Hinchamiento de hifas

micelio
blanco
9.97x2.49

+
39.64x3.58

Simple o
ramificado

Monofialide
27.9x2.13

+

micelio
morado
8.56x 1.95

+
34.2x3.07

Simple o
ramificado

Monofialide
22 x 2.99

+

micelio
blanco
9.87x1.93

+
32.06x3.29

Simple o
ramificado

Monofialide
25x 2.22

+

micelio
morado
7.43x1.81

+
31x3.09

Simple o
ramificado

Monofialide
22 x 2.88

+
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Fig. 10. Morfologia de aislamiento obtenido de semilla c
sintomas de infeccion. A: micelio morado;
hinchadas; C: microconidios en cadena larga; D:
croconidios; E: monofialide. Barras = 10 um.

,//_’\-\

Fig. 11. Morfologia de aislamiento obtenido de semilla T~
con sintomas de infeccion. A: micelio blanco; B: hifas | <
hinchadas; C: microconidios en cadena larga; D:
microconidios; E: monofialide Barras =10 um.
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Fig. 12. Morfologia del aislamiento obtenido de semilla sin sintomas de infeccién. A:
micelio morado; B: hifa hinchada; C: microconidios en cadena larga; D:
microconidios; E: monofialide. Barras = 10 um.

Fig. 13. Morfologia del aislamiento obtenido de semilla sin sintomas de infeccién. A:

micelio blanco; B: hifa hinchada; C: microconidios; D: monofialide; E: microconidios

en cadena larga. Barras = 10 um.
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6.2 Ubicacion filogenética

El arbol filogenético construido con la amplificacion de los ITS indicé que
los aislamientos obtenidos de semillas con sintomas de pudricion de
mazorca corresponden a F. verticillioides, mientras que los aislamientos de

semillas asintomaticas no se alinearon con una especie de Fusarium en

especifico.
76 Al —
A.l
A.llI
23 |AIV
EF453174 Fusarium vetticillioides . C70berella fujikuroi
o3 | |AYB98251 Fusarium.subglutinans species complex
EU151483 Fusarium.verticillioides
62 _|_EF1153098,Fusarium.oxyspuru?n_-
85 EF464166.Fusarium.oxysporum
[DQ4598?D.Fusarium_culmorum
sl DQ459832.Fusarium.graminearum
EF453150.Fusarium.proliferatum
P IEF4531¢19.Fusarium_pm[iferatum
EF453148.Fusarium.proliferatum
DQ094752 . Fusarium.solani
—

5

Fig. 14. Arbol filogenético construido con secuencias correspondientes al
Espacio Transcrito Interno (ITS) usando el método de Maxima Parsimonia
con 1000 repeticiones Bootstrap. A Iy II aislamientos asintomaticos, AIll y A
IV aislamientos sintomaticos.

En la amplificacion de IGS, los aislamientos de sin sintomas caen dentro

del grupo de especies complejas de G. fujikuroi.
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6.3 Clasificacion por pigmentacion

Después de cuatro generaciones de cultivos monosporicos, se obtuvo
mayor estabilidad en la produccion de pigmento de las colonias. Ocho de
los 10 aislamientos con desarrollo micelial blanco obtenidos de semillas
sintomaticas con micelio blanco (Fig.15), desarrollaron y mantuvieron
colonias blancas; las dos colonias restantes presentaron crecimiento
micelial blanco y centro morado. En los cultivos monosporicos
provenientes de semillas sintomaticas con micelio morado (Fig.15) hubo
una proporcion 5:5, en la cuarta generacion, la mitad de las colonias
fueron de color morado y la otra mitad blancas con el centro del
crecimiento micelial con una combinacién morado y blanco.

Los aislamientos obtenidos de las semillas asintomaticas con micelio
blanco, en la cuarta generacion mantuvieron la pigmentacion menos
variable. Ya que Ocho de 10 colonias desarrollaron Uinicamente micelio
blanco. Mientras que los aislamientos de las colonias con micelio morado

(Fig.16), nueve de las diez mantuvieron la coloracion morada.
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Fig. 15. Coloracion micelial en diferentes generaciones de cultivos monospéricos obtenidos de semillas sintomaticas con

micelio blanco (A- D: generaciéon 1, 2, 3 y 4, respectivamente) y semillas asintomaticas con micelio morado (E-H: generacién

1, 2, 3, 4, respectivamente).
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Fig. 16. Coloracion micelial en diferentes generaciones de cultivos monosporicos provenientes de semillas asintomaticas con

micelio blanco (A- D: generacién 1, 2, 3 y 4, respectivamente) y semillas asintomaticas con micelio morado. (E-H: generacion 1,

2,3 y 4 respectivamente).
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6.3.1 Medicion de color con espectrofotometro.
La absorbancia a 550 nm (Fig.17) indic6é que la cantidad de luz absorbida a
esta longitud de onda por los aislamientos procedentes de semillas
sintomaticas con micelio morado fue de 2.012 y micelio blanco absorbancia
de 0.176. De manera similar en los aislamientos con micelio blanco y morado
de semillas asintomaticas 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 numeéricos mas
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. verticillioides da lecturas de absorbancia a
550nm (Kimura et al., 1981) con un comportamiento similar a los pigmentos

obtenidos de los aislamientos.

2.5
E ) micelio morado
o
i

1.5
(-]
(-]
-
15}
g 1
"'g micelio morado
0
2 05
< sicclioblancs micelio blanco

semillas sintomaticas semillas asintomaticas

Fig. 17. Lecturas de absorbancia tomadas a 550nm. Barra blanca izquierda: micelio
blanco obtenido de semilla sintomatica; barra oscura izquierda: micelio morado
obtenido de semilla sintomatica; barra blanca derecha: micelio blanco de semilla
asintomatica; barra oscura derecha micelio purpura de semilla asintomatica.
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6.3.2 Efecto de la concentracion de papa en medio de cultivo PDA sobre la
pigmentacion del micelio de F. verticillioides.

Evaluacion a los cinco dias después de la siembra:

Medio de cultivo PDA con 50 g de papa. El crecimiento micelial de color
morado producido por los aislamientos provenientes de semillas de maiz
sintomaticas y asintomaticas fue difuso y delgado, con pigmentacion no
definida. En cuanto a las colonias blancas, el micelio mostré un aspecto fino,
desarrollo homogéneo y sin pigmentacion (Fig. 18-19)

Medio de cultivo PDA con 100 g de papa. El crecimiento micelial fue lento y
con aspecto algodonoso (Fig. 18-19).

Medio de cultivo PDA con 150 y 200g. Los crecimientos miceliales de color
blanco y morado producido por los aislamientos, mostraron una coloracion

naranja que posteriormente se torné morada (Fig.18-19).

Evaluacion a los treinta dias después de la siembra,

Medio de cultivo PDA con 50 g de papa. El crecimiento micelial color blanco
producido por aislamientos provenientes de semillas sintomaticas y
asintomaticas fue homogéneo y sin pigmentacion. Por otro lado, las colonias
con micelio color morado desarrollaron una pigmentacion mas definida e
intensa (Fig. 20-21).

Medio de cultivo PDA con 100, 150 y 200 g de papa. Presentaron crecimiento
micelial de consistencia algodonosa. Los micelios blancos y morados no
tuvieron una coloracion bien definida, ya que en diferentes puntos dentro de
la caja de Petri mostraron pigmentacion morada con micelio algodonoso

(Fig.20-21).
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Sintomaticomicelio blanco

Sintomatico miceliomorado
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Fig. 18. Cepas de semillas sintomaticas. Crecimiento miceliar cinco dias

después de la siembra.
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Fig. 19. Cepas de semillas asintomaticas. Crecimiento miceliar cinco dias

después de la siembra.
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Fig. 20. Cepas de semillas sintomaticas. Crecimiento miceliar treinta dias

después de la siembra.

Fig. 21. Cepas de semillas asintomaticas. Crecimiento miceliar treinta dias

después de la siembra.
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6.4 Prueba de Patogenicidad

El valor de Pr > F de la fuente de variacion bloque, no muestra diferencias
significativas, esto es debido a que las repeticiones del experimento tuvieron
el mismo comportamiento. Por ejemplo, las macetas que contenia inéculo del
aislamiento de semillas sintomaticas color morado, tuvieron el mismo
comportamiento en los cinco bloques, siendo consistente en la evaluacion de

severidad en area foliar y el peso de la raiz (Cuadro 2).

Cuadro 2. Significancia de las fuentes de variacion para medir los efectos del aislamiento
sintomatico y asintomatico, concentraciéon de inéculo y color, sobre la virulencia en area
foliar y el peso de raiz de plantulas de maiz en invernadero, Montecillo, Texcoco, México.

*CV= 22.41; R2= .89; Media de Severidad = 29.79; **CV= 25.32; R2= .82

Fuente de variacion Severidad area Peso de raiz**

foliar*

F-valor Pr>F F-valor Pr>F
Bloque 0.79 0.5366 1.55 0.1989
Aislamiento 2.53 0.1169 0.58 0.4501
Bloque*aislamiento 0.65 0.6305 3.88 0.0070
Color 0.18 0.6756 0.01 0.9084
Aislamiento*color 2.68 0.1067 22.89 <.0001
Bloque*aislamiento*color 1.07 0.3982 1.66 0.1247
Tratamiento 118.24 <.0001 54.72 <.0001
Aislamiento*tratamiento 1.72 0.1568 1.92 0.1184
Color*tratamiento 0.70 0.5930 0.75 0.5629
Aislamiento*color*tratamiento 7.05 <.0001 3.39 0.0140

La significancia de la fuente de variacion tratamiento fue <0.0001 tanto en la
evaluacion de severidad del area foliar como en el peso de raiz (Cuadro 2).
Las plantulas sin indéculo (Tratamiento 1) tuvieron el mayor peso de raiz
(DMS de 0.146) y no mostraron area foliar danada (DMS de 5.9)(Fig.22), 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
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no esta asociada con ningun aislamiento o color, por lo que no se considero
en el analisis de varianza y la comparacion de medias de Tukey.

Los resultados de la proporcion suelo/ la concentracion de inoculo
confirmaron la existencia de una relacion directamente proporcional entre la
severidad y la concentracion del inéculo (Cuadro 3). El tratamiento 6 que
corresponde al tratamiento con mayor cantidad de inéculo, tiene el valor de
severidad media mas alto (grupo a). En contraste, en el tratamiento 2, que
corresponde a la concentracion mas baja de inoculo, el porcentaje de
severidad es menor y se ubica en el grupo (c) con dos diferencias minimas

significativas con respecto al tratamiento 6.

Estadisticamente, la severidad en las plantulas es similar en los tratamientos
con un 40%, 60% y 80% de inoculo, es decir en los tratamientos 3, 4 y 5,
respectivamente. Sin embargo, los datos experimentales muestran un claro
patron en el que la media de infeccion incrementa conforme hay mayor

concentracion de inéculo 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
sustrato con menor cantidad de inoculo (20%) y registro la media del peso de
raiz con el valor mas alto y estadisticamente diferente al resto de
tratamientos (e). En contraste, el tratamiento seis (mayor concentracion de
inoculo, 100%), registro la media del peso de raiz con menor valor, ubicado

en el grupo (a).

28



Cuadro 3. Medias del porcentaje de infeccién de F. verticillioides en el area foliar y peso de

raiz (g) de plantulas de maiz, bajo invernadero, Montecillo, Texcoco, México.

Concentracion Media Media de
de indculo de severidad* peso de raiz**
Trat6 100% 58.319 a 0.28850 a
Trat5 80% 27.201 b 0.50900 b
Trat4 60% 23.172 bc 0.65700 c
Trat3 40% 21.637 bc 0.78700
Trat2 20% 18.663 c 1.00600 e

*DMS = 5.9281; ** DMS = .146. Medias con las misma letra no difieren significativamente en Pr = 0.05

Por otro lado, la agrupacion de medias indico que la severidad media
observada en el area foliar (Cuadro 4), no incremento significativamente, sin
importar si el aislamiento provenia de semillas con sintomas de F.

verticillioides 0 sin sintomas.

Ocurre algo similar con las medias del peso de raiz. No obstante, aunque la
evidencia estadistica indique que los aislamientos no son significativos a un
nivel de significancia estandar (a=0.05), en la determinacion del grado de
severidad el valor Pr > F se muestra una probabilidad de error de 0.1189
(Cuadro 2). Debe considerarse que en un rango de probabilidad de 0 a 1 se
puede afirmar que el aislamiento de semillas con sintomas de F.
verticillioides 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 mas virulento por el dano que provoca en el

area foliar y la disminucion del peso de raiz.
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Cuadro 4. Comparacion de medias del porcentaje de infeccion y disminucién de peso de raiz

por aislamientos de F. verticillioides obtenidas de semillas sintomaticos y asintomaticos.

Origen del Media Media de peso de
Aislamiento de severidad* raiz*

Semillas

Sintomaticas 30.859 a 0.63700 a
Asintomaticas 28.737 a 0.66200 a

* DMS= 3.92 Medias con las misma letra no difieren significativamente en Pr = 0.05

En el ANOVA del peso de raiz (Cuadro 2), la fuente de variacion aislamiento
no fue significativa. Estadisticamente no se puede afirmar que el aislamiento
de semillas sintomaticas disminuye en mayor medida el peso de la raiz. En
la evaluacion de la variable severidad, se observo que las plantulas
inoculadas con aislamientos de semillas sintomaticas (Fig. 23, 24)
presentaron mas dano foliar en comparacion con los aislamientos de semillas

asintomaticas (Fig. 25, 26).

La variable color de micelio, observada en la evaluacion de severidad en area
foliar y en el peso de raiz, los resultados estadisticos permiten afirmar que
no hay diferencias cuando se compara la virulencia de micelios color blanco y

morado (Cuadro 35).

Cuadro 5. Medias del % de infeccién y disminucion de peso de raiz causado por micelios de

color blanco 6 morado de F. verticillioides.

Color de micelio Media de severidad* Media del peso de
raiz**

Blanco 30.079 a 0.6514 a

Morado 29.517 a 0.6476 a

*DMS= 3.179; ** DMS= 3.26115. Medias con las misma letra no difieren significativamente en Pr 2
0.05.
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Fig. 22. Plantulas del tratamiento 1, sustrato con 0% de inéculo.

Fig. 23. Plantulas del tratamiento con 100% de indculo obtenido de semillas
sintomaticas con micelio blanco.
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Fig. 24. Plantulas del tratamiento con 100% de inéculo obtenido de semillas
sintomaticas con micelio morado.

Fig. 25. Plantulas del tratamiento con 100% de indéculo obtenido de semillas
asintomaticas con micelio blanco.

Fig. 26. Plantulas del tratamiento con 100% de indéculo obtenido de semillas
asintomaticas con micelio morado.
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Debido a que el diseno experimental en parcelas con doble division dejo ver
que la interaccion aislamiento-color fue significativa (Cuadro 2) se hizo un
analisis de varianza con la finalidad de analizar el papel de la virulencia de
los aislamientos de las semillas con y sin sintomas de infeccion por F.

verticillioides blanco o morado sobre plantulas de maiz (Cuadro 6).

Cuadro 6. Significancia de las fuentes de variacion para medir los efectos de los
aislamiento de semillas con y sin sintomas en interaccion con color micelial, sobre la
virulencia en éarea foliar y peso de raiz de plantulas de maiz bajo condiciones de

invernadero. Montecillo, Texcoco Edo, de México.

Fuente de variacion Severidad de area Peso de raiz**
foliar*
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=22.41; R2= .89; Media de severidad = 29.79; **CV= 29.30; R2= .66; Media de peso = 0.649500

En la severidad del area foliar, no hay significancia en la fuente variacion
aislamiento-color (Cuadro 6), por lo que las posibles interacciones entre el
color de micelio y el aislamiento de semillas sintomaticas o asintomaticas, al
agruparlas en base a sus medias, resultarian en un solo grupo. Debido a lo
subjetivo que puede ser una evaluacion visual de dano foliar se debe
considerar la variable peso de raiz en este caso la fuente de variacion de la
interaccion aislamiento-color es significativa (Cuadro 6). Como resultado de
la agrupacion de medias de esta variable, se tiene que el aislamiento
obtenido de semillas sintomaticas color morado, es el mas virulento, al
mostrar una media con el menor peso de raiz (Cuadro 7) en comparacion con

el aislamiento blanco obtenido de semillas sintomaticas.
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El aislamiento blanco de semillas asintomaticas es mas virulento que el
aislamiento morado de semillas asintomaticas, esto considerando la

diferencia en las medias del peso de raiz (Cuadro 7).

Cuadro 7. Medias de la disminucion del peso de raiz, causado por aislamientos de color

blanco 6 morado obtenidos de semillas con y sin sintomas de infeccion de F. verticillioides.

Aislamiento-color micelial Peso de raiz*
Asintomatico - Morado 0.73880 a
Sintomatico - Blanco 0.71760 ab
Asintomatico - Blanco 0.58520 bc
Sintomatico - Morado 0.55640 ¢

*DMS= 0.1409; Medias con las misma letra no difieren significativamente en Pr = 0.05.

Se asocia una mayor virulencia a un menor peso de raiz porque este
comportamiento lo tuvieron las raices de plantulas que interactuaron con los
diferentes aislamientos del hongo, ya que en promedio las raices de las
plantulas que se desarrollaron sin estar en contacto con F. verticillioides,

tuvieron el doble del peso de raiz (Fig.27).
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Fig. 27. Disminucion del peso de raiz causado por aislamientos de
semillas sintomaticas y asintomaticas con micelio color morado 6 blanco
de F. verticillioides.
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VII. DISCUSION
Las estados periteciales del genero de Fusarium admiten una organizacion en
secciones, lo que permite caracterizarlos morfologicamente (Nelson, 1990).
Este es el caso de F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sin. F. moniliforme),
miembro de la seccion Liseola, en la que sus integrantes no forman
clamidosporas, so6lo hinchamiento de hifas que ocasionalmente son
confundidas con pseudoclamidosporas, (Nelson et al., 1983, 1990, 1992;
Leslie and Summerell, 2006). Ademas, es poco frecuente la formacién de
macroconidias (Nelson et al., 1983) y cuando se presentan tienen la célula
apical curvada y la basal en forma de pie (Nirenberg and O donell, 1998), con
3-7 septos (Booth, 1971). Hay una frecuente formacion de microconidias en
cadenas (Morales-Rodriguez et al., 2006). La conidiogénesis es entoroblastica
fialidica (Glenn et al.,, 2004). La morfometria de las estructuras originadas
de los aislamientos obtenidos de semillas sintomaticas y asintomaticas se
asemeja a F. verticillioides (cuadro 10). En una ubicacion filogenética
frecuentemente se utiliza 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 region del ITS no detecta diferencias en especies que estan relacionadas
filogenéticamente (Zeng et al., 2009). La ubicacion filogenética mediante la
amplificacion de IGS de los aislamientos de semillas sintomaticas,
involucrados en la pudricion de mazorca indica que tales aislamientos
corresponden a F. verticillioides. La divergencia de la secuencia de la region
del IGS es mayor que la de las secuencias de la region del ITS (Sugita et al.,
2004), lo que permitio ubicar a los aislamientos obtenidos de semillas
asintomaticas en el complejo de especies de G. fujikuroi. Debe considerarse
que las secuencias de nucledtidos y las estructuras de la region 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

provenientes de las semillas asintomaticas.
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Cuadro 10. Caracteristicas morfologicas consideradas en la caracterizacion morfoléogica de Fusarium

verticillioides (Sacc.) Nirenberg.

Morales- Leslie & Nirenberg Nelson et Booth, Asilamient Aislamient Aislamient Aislamient

Rodriguez  Summerell and al., 1971. o oll o III olv

et al., ,2006 O’donell, 1983;1990 I

2006 1998 ;1992.
Morfologia

Salmon- Gris- Blanco- Crema Blanco Morado Blanco Morado
Color purpura magenta, purpura beige-

violeta violeta

Microconidia 11.8x2.4,5 Con célula 2-3x5-12 5-12x1.5- 9.97x2.49 8.56 x 9.87 X 7.43x1.81
(largo x ancho .0O- apical 2.5 1.95 1.93
en um) 12.0x1.5- curvada

2.5
Microconidia + + + + + + + + +
en cadena
Falsas + + + + +
cabezas
Macroconidio 31.0x3.7 Sin septo 2.5-5x15- 30- 39.64x3.5 34.2x3.07 32.06x3.2 31x3.09
(largo x ancho con base 60 50x2.5-4 8 9
en um) lisa (5-6

septos)

Conidioforo Simple o Simple Simple Simple Simple Simple Simple Simple Simple

ramificado y/o y/o y/o y/o y/o y/o y/o y/o

ramificado ramificado ramificado ramificado ramificado ramificado ramificado ramificado

Fialides (largo Monofialid Monofialid Monofidlid Monofialid Monofialid Monofialid Monofialid Monofialid Monofialid
X ancho en e22.0x3.5 e e e e 20-24 x e e e e
um) 3.5-4 27.9x2.13 22x2.99 25x2.22 22 x 2.88
Clamidospora - -a - -a - -a -a -a -a
Sa

-a Hifas inchadas.

Aislamiento I = semillas sintomatica micelio blanco, Aislamiento II = semillas sintomatica micelio morado,
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El comportamiento de los aislamientos obtenidos de semillas sintomaticas y
asintomaticas fue similar durante la prueba de patogenicidad, ya que ambos
causaron dano foliar y disminucion en el peso de la raiz, pero en la
evaluacion de la virulencia los aislamientos se comportaron de manera
diferente. Fue notable que en concentraciones altas el hongo aislado de los
dos tipos de semilla, inhibiera la germinacion de las semillas usadas en el
experimento, tanto con aislamientos de pigmento morado (Kimura et al.,
1981) como en los no pigmentados (micelio blanco). Algunos aislamientos de
F. verticillioides producen infecciones asintomaticas 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 and Jaworski, 2000).
En presencia de inoculo, el hongo es capaz de colonizar tejidos de la planta
de maiz durante todo su ciclo vegetativo, incluyendo raiz, tallo, mazorca y
semillas. Aunque en la seleccion de las semillas la presencia del hongo no fue
perceptible, no implicé que esas semillas no estuvieran infectadas (Singh et
al., 1977; Thomas and Buddenhagen, 1980). La infeccion asintomatica puede
presentarse en cualquier parte de la planta y ser transmitida por la semilla a
las plantulas, pudiendo o no desarrollar una infeccion sistémica (Munkvold
and Desjardins, 1997). Esta reportado que los granos de maiz son muy
vulnerables a las infecciones asintomaticas de semillas (Mendoza et al.,
20006), ya que las hifas colonizan los espacios intercelulares a diferencia de
las infecciones sintomaticas que se encuentran tanto en los espacios inter
como intracelulares, lo que ayuda a que sean visibles (Oren et al., 2003).

Los aislamientos de F. verticillioides pueden o no producir pigmentacion
(Nelson, 1992). En el presente trabajo se destacé que el micelio morado del
asilamiento de semillas con sintomas fue mas virulento que el micelio blanco
del mismo aislamiento. En contraste, el micelio blanco del aislamiento de
semillas asintomaticas fue mas virulento que el micelio morado de este

aislamiento.
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En la ubicacion filogenética, se mencioné que el patdégeno presente en
semillas asintomaticas no era F. verticillioides, pero si miembro del complejo
de especies de G. fijikuroi.

Fusarium verticillioides (Sacc.), F. subglutinans (Wollenw and Reinking) y F.
proliferatum (Matsush.) son especies morfologicamente similares que infectan
plantulas de maiz causando sintomas idénticos y también se encuentran en
semillas asintomaticas (Wilke et al., 2007). No hay un comportamiento
similar en los aislamientos porque no se trata del mismo hongo. De igual
forma, es controversial afirmar que se trate de un patogeno distinto a F.
verticillioides el que infecta semillas asintomaticas. Sin embargo, es notable
que los aislamientos blanco y morado producidos por F. verticillioides tienen
diferente virulencia, lo cual que puede deberse a que producen cantidades de
compuestos metabdlicos diferentes (Menniti et al., 2010).

La pigmentacion puede ser variegada en el medio de cultivo, lo que sugiere
que la produccion del pigmento es influenciada por la concentracion de papa
(Klittich and Leslie, 1992). El crecimiento micelial blanco de los aislamientos
obtenidos de semillas sintomaticas y asintomaticas se mantiene sin
pigmentacion cuando crece en medio de cultivo PDA con 50g de papa. En los
aislamientos con pigmentacion morada, ésta fue mas intensa en la misma
concentracion de papa. La pigmentacion se produce bajo condiciones
adversas o de deficiencia de algun elemento (Mendentsev et al., 2005). En
algunos casos, cuando se estudia la heradabilidad de un pigmento y la
progenie no lo reproduce homogéneamente, puede deberse a que la
pigmentacion esta asociada a un caracter multigénico (Klittich and Leslie

1992; Nirenberg and O Donell, 1998).
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VIII. CONCLUSIONES
Los aislamientos obtenidos de semillas sintomaticas corresponden a F.

verticillioides.

Los aislamientos obtenidos de semillas asintomaticas forman parte del

complejo Gibberella fujikuroi.

Los aislamientos provenientes de semillas sintomaticas y asintomaticas

causan dano foliar y disminucion en el peso de la raiz

El aislamiento color morado de semillas con sintomas de F. verticillioides es

mas virulento que el aislamiento de color blanco.

El aislamiento de color blanco de semillas asintomaticas mas virulento que el

aislamiento color morado.

Con 50 g papa L1, la pigmentacion de las cepas con micelio morado fue mas

intensa y las cepas con micelio blanco mostraron un color mas homogéneo.
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APENDICE

PROGRAMA SAS PARCELAS CON DOBLE DIVISION

Programa SAS; variable severidad.
data alma;
input blog $ aislamiento $ color $ tratamiento $ severidad;

datalines;

proc glm data=alma;
class bloq aislamiento color tratamiento;
model severidad = bloq aislamiento bloq* aislamiento
color aislamiento *color bloq* aislamiento *color
tratamiento aislamiento * tratamiento color*
aislamiento *color* tratamiento;
means tratamiento /tukey;
test h= aislamiento e=blog* aislamiento;
means aislamiento /tukey e=bloq* aislamiento;
test h=color e=blog* aislamiento *color;
means color/tukey e=bloq* aislamiento *color;
test h= aislamiento *color e=bloq* aislamiento *color;
run;

quit;

tratamiento



Programa SAS; variable peso raiz.
data alma;
input bloq $ aislamiento $ color $ tratamiento $ severidad;

datalines;

proc glm data=alma;
class bloq aislamiento color tratamiento;
model severidad = bloq aislamiento blog* aislamiento
color aislamiento *color blog* aislamiento *color
tratamiento aislamiento * tratamiento color*
aislamiento *color* tratamiento;
means tratamiento /tukey;
test h= aislamiento e=blog* aislamiento;
means aislamiento /tukey e=bloq* aislamiento;
test h=color e=blog* aislamiento *color;
means color/tukey e=bloqg* aislamiento *color;
test h= aislamiento *color e=blog* aislamiento *color;
run;

quit;

tratamiento



PROGRAMA SAS; ANALISIS INTERACCION AISLAMIENTO- COLOR
Variable; area foliar

data interaccion;

input cepcol $ micelio $ severidad,

datalines;

proc anova;
class cepcol micelio;

model severidad=cepcol micelio;
means micelio cepcol/tukey;
run;

quit;

Variable; peso de raiz
data interaccion;
input cepcol $ micelio $ peso;

datalines;

proc anova,;
class cepcol micelio;

model peso=cepcol micelio;
means micelio cepcol/tukey;
run;

quit;
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