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DINAMICA TEMPORAL DE LOS PRINCIPALES HONGOS FITOPATOGENOS
ASOCIADOS A LAS RAICES DE MAIZ CRIOLLO AZUL (Zea mays L. raza Chalco)
Y DEL ANCESTRO SILVESTRE TEOCINTLE (Zea mays subsp. mexicana).
Diana Belén Villa Delgado, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN GENERAL
El maiz (Zea mays L.) es un cultivo de suma importancia en la alimentacion de las sociedades
humanas, en especial para México, considerado como su centro de origen y diversidad. El
ancestro silvestre del maiz es el teocintle; de manera natural existe flujo genético entre ambas
especies y se reconoce el uso potencial del teocintle en el mejoramiento del maiz. Sin embargo,
existen pocos trabajos sobre las interacciones planta-patdgeno en teocintle, y menos sobre
hongos patégenos de raices tanto de teocintle como de maiz. El objetivo fue determinar de
manera comparativa a los hongos fitopatdgenos mas comunes que afectan el sistema radicular
del teocintle y del maiz, asi como el comportamiento temporal de su incidencia y dafio durante
la fenologia de ambas especies. Este estudio se efectio en una parcela comercial de maiz
nativo en Juchitepec y en una poblacion silvestre de teocintle en Cocotitlan, estado de México,
en 2013. De ambas especies se seleccionaron en cada muestreo, raices con dafio; se sembraron
en medios de cultivo e incubaron a 27°C en oscuridad. Se seleccionaron y aislaron 78 colonias;
eligiendo solo 17 por su frecuente presencia en raices, para la extraccion y purificacion de
ADN, amplificacion por PCR, secuenciacion genética e identificacion taxonémica. En maiz y
teocintle, Fusarium estuvo presente durante todo su desarrollo fenoldgico, causando
ennegrecimiento y pudriciones en las raices; su incidencia en ambas plantas fue similar, pero
las fluctuaciones temporales fueron drasticas en maiz. Fusarium oxysporum y F. fujikuroi se
identificaron en raices de maiz y teocintle. Fusarium presento elevada incidencia y severidad
en mazorcas de maiz, pero no en teocintle. Se reporta por primera vez a F. fujikuroi en raices
de maiz, a F. oxysporum y F. fujikuroi en raices de teocintle, y la presencia de Fusarium en
raices durante toda la fenologia de ambas plantas. Se desconoce el papel de Fusarium en las
poblaciones silvestres de teocintle, y el del indculo del suelo en las infecciones y fuerte dafio

en la parte aérea del maiz.

Palabras clave: hongos patdgenos de raices, dindmica de la enfermedad, maiz nativo, teocintle.



TEMPORAL DYNAMICS OF ROOT PATHOGENIC FUNGI ASSOCIATED TO
NATIVE BLUE MAIZE (Zea mays L. raza Chalco) AND THE WILD ANCESTOR
TEOSINTE (Zea mays subsp. mexicana).

Diana Belén Villa Delgado, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2015

GENERAL ABSTRACT
Maize (Zea mays L.) is a very important crop in the world human societies, mainly in Mexico,

which is considered its center of origin and diversity. Teosinte is accepted as the wild ancestor
of maize; there is genetic flux between both species under natural conditions, and teosinte
potential use for the improvement of maize genetic breeding is acknowledged. However, there
are few research on the plant-pathogen relationship in teosinte, and even less on comparative
studies of root pathogens between teosinte and maize. The objective of this study was to
determine and compare the presence of most common root pathogenic fungi in teosinte and
maize, and their disease incidence and severity progress during plant phenology. Research was
carried out in a commercial plot of native maize in Juchitepec, and in a wild population of
teosinte (Zea mays subsp. mexicana) in Cocotitlan, state of Mexico, in 2013. Maiz and teosinte
roots with soilborne disease damage were sampled in each sampling date, and placed in
selective culture media at 27°C under darkness. 78 Fusarium colonies from roots were isolated
but only 17 isolates were chosen because of higher frecuency, in order to perform DNA
extraction and purification, amplification by PCR, and genetic and taxonomic characterization.
Fusarium was present in maize and teosinte roots during their whole phenological development
causing root rots. Average disease incidence by Fusarium was similar in maize and teosinte,
however the temporal dynamics was more drastic in maize than teosinte. Fusarium oxysporum
and F. fujikuroi were identified in maize and teosinte roots. High incidence and severe damage
was caused by Fusarium in maize ears but not in teosinte ears. This study identifies for the first
time the presence of F. fujikuroi in roots of maize, of F. oxysporum and F. fujikuroi in teosinte
roots, and their root incidence during the whole phenological development of both plant
species. The role of Fusarium species in wild populations of teosinte is unknown, and neither

is the role of Fusarium soil inoculum in the disease incidence of maize ear rots.

Key words: root pathogenic fungi, disease progress of incidence, native maize, teosinte.
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INTRODUCCION GENERAL

El maiz (Zea mays L.) es un cultivo de gran relevancia para los pueblos
latinoamericanos y en especial para México; region que es reconocida como el centro de origen
y diversidad de este cultivo (Bedoya y Chavez, 2010). El maiz como lo conocemos hoy, es el
resultado de la evolucion durante miles de afios, a partir de la domesticacion del ancestro
silvestre conocido como “teocintle” (Miranda-Colin, 2003). Por ello, las poblaciones nativas
(criollas) de maiz y sus parientes silvestres, representan un importante reservorio genético para
el pais (Massieu y Lechuga, 2002); tanto por ser base en la alimentacion humana (100kg/afio
per capita) en México, como por la garantia que la diversidad genética significa para enfrentar
la problematica del cultivo y la seguridad alimentaria en el futuro.

Por otra parte, desde hace miles de afios, el sustento y la supervivencia de la humanidad
se ha basado en unos cuantos cultivos, entre ellos el trigo, arroz, maiz y otros cereales (Agrios,
2005). En México, desde el punto de vista alimentario, politico, econémico y social, el maiz es
el cultivo mas importante del pais (SIAP, 2007), siendo el segundo cultivo mas producido a
nivel nacional (SIAP, 2014) después de la cafia de azicar (FAOSTAT, 2014).

La produccién de maiz es afectada por diversos factores bioticos y abioticos, causando
en algunos casos grandes pérdidas (Figueroa-Rivera et al., 2010). EI maiz como cualquier otra
planta cultivada, no escapa del ataque de organismos patégenos que reducen su produccion
(Eubanks, 2001). Entre los patdgenos del maiz mas estudiados estan los hongos Claviceps,
Fusarium, Phyllacora (De Leon, 1984). Sin embargo, las enfermedades causadas por hongos
fitopatdgenos de las raices en maiz han sido poco estudiadas a nivel mundial (White, 1999).
En el caso de especies silvestres como el “teocintle” (Zea mays ssp. mexicana) se tiene un gran
desconocimiento sobre la presencia y el efecto de los hongos fitopatdgenos de las raices. Es
importante sefialar que el teocintle tiene una gran relevancia como fuente de mejoramiento
genético (Rincon, 2001, Sanchez y Ruiz, 1997 y Casas et al., 2003) y resistencia a
enfermedades para el maiz (Nault et al., 1982). A pesar de lo anterior, se desconoce la relacion
e importancia que pueden tener los hongos fitopatdgenos del sistema radical que infectan al
maiz y que quiza también comparta con el teocintle.

En el caso de otros cultivos y sus ancestros silvestres como son el frijol (Garcia, 1997;
Garcia et al., 2003) y el jitomate (Alvarez-Hernandez et al., 2009), se ha observado que los
patdgenos causan un menor dafio debido probablemente a que el patdégeno y la planta
hospedante silvestre han permanecido en convivencia por un largo tiempo y bajo condiciones

naturales del suelo en mayor equilibrio.
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OBJETIVO GENERAL
Identificar y determinar el nivel de incidencia de los principales hongos fitopatdgenos
de las raices que se presentan a lo largo del ciclo de desarrollo del maiz nativo azul y de su

ancestro silvestre teocintle.

HIPOTESIS GENERAL
La incidencia y nivel de dafio radicular causado por los organismos fitopatogenos de
las raices Fusarium, Phytophthora, Pythium y Rhizoctonia serd menor en el ancestro silvestre

teocintle en comparacion con el maiz nativo.
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CAPITULO I.
REVISION DE LITERATURA GENERAL

1.1 El cultivo del maiz
1.1.1 Importancia agronémica mundial y en México

El maiz (Zea mays L.) es un cultivo de suma importancia para los pueblos
latinoamericanos y en especial para México, que es reconocido como el centro de origen y
diversidad del maiz. Este cultivo ha estado practicamente en toda la historia y desarrollo de los
pueblos de México (Bedoya y Chavez, 2010), siendo junto con el arroz y el trigo, uno de los
tres cultivos de cereales mas importantes del mundo (White, 1999). La hipétesis de mayor
aceptacion plantea que el maiz se origind a partir de la domesticacion del teocintle y posterior
evolucion bajo domesticacion durante miles de afios conducida por el hombre en México, hasta
obtener la amplia diversidad actual del maiz cultivado (Miranda-Colin, 2003). De acuerdo con
la clasificacion mas reciente basada en caracteristicas morfoldgicas e isoenzimaticas en
México existen 59 razas (Sanchez et al., 2000); de ellas las més utilizadas en el mejoramiento
genético son: Celaya, Chalquefio, Conico y Tuxpefio (Marquez-Sanchez, 1994). Por otra parte,
las poblaciones nativas del maiz fueron desarrolladas a lo largo de miles de afios por los
campesinos indigenas; y sus parientes silvestres representan una de las reservas mas valiosas
de material genético para el mejoramiento de este cultivo, de fundamental trascendencia en la
seguridad alimentaria mundial (Greenpeace, 2003).

En términos de recepcion de ingresos, es el tercer cultivo mas importante en el mundo;
se siembran 129 millones de hectareas, con rendimientos de grano de 6.7 t/ha promedio de
paises desarrollados y 2.4 t/ha en paises en desarrollo (Khalily et al. 2010; citado por Sanchez
et al., 2011). México cultiva un promedio de 7 millones de ha, con una produccion de 22.66
millones de toneladas y un rendimiento de 3.19 toneladas (FAOSTAT, 2014). Los estados con
mayor produccién de maiz en México son: Sinaloa, Jalisco, México y Chiapas (Figueroa-
Rivera et al., 2010). En el 2012, el maiz ocupé aproximadamente un 34% de la superficie total
dedicada a la agricultura en México (SIAP, 2012). De la superficie nacional cultivada con maiz,
el 82% se encuentra en zonas de temporal, sembrada mayormente con maices criollos, pero se
obtienen rendimientos bajos, en promedio de 2.26 t/ha; mientras que el promedio en zonas con
riego es de 7.5 t/ha, aportando s6lo el 18% de la produccion nacional (SIAP, 2014). De acuerdo
a las estadisticas del SIAP (2014); la superficie sembrada en el estado de Chiapas fue de 703
118.00 ha, superior a lo sembrado en los estados de Jalisco con una superficie de 581 804.32
ha y para el estado de México 542 527. 68 ha.
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Uno de los factores que limitan la expresién del potencial de rendimiento en el maiz,
son las enfermedades causadas por diversos factores biodticos y abioticos (Figueroa-Rivera et
al., 2010). La superficie siniestrada a nivel nacional en el cultivo de maiz, es del 4% de la
superficie sembrada en zonas de temporal y el 1.2% de la superficie sembrada de riego (SIAP,
2014). En el 2013, la superficie siniestrada para el estado de México fue de 5 225 ha, seguido
de Jalisco con una superficie de 4 124.5 ha y Chiapas con 1 922.25 ha (SIAP, 2014). Una de
las causas de estas pérdidas en maiz, se debe a enfermedades ocasionadas por organismos
fitopatogenos, entre las que destacan las producidas por el género Fusarium, cuyas poblaciones
se encuentra de manera natural en el suelo y pueden estar asociado a las pudriciones de raiz,

tallo y mazorca (Hernandez-Delgado et al., 2007).

1.1.2 Diversidad del maiz

Mesoamérica se reconoce como el centro de origen y domesticacion de plantas de
mayor relevancia, siendo el més importante el maiz, alrededor del cual crecieron las diferentes
sociedades que han ocupado esta regién a lo largo de la historia (Carrillo, 2009). El maiz es
considerado como originario de México por los siguientes aspectos: a) los restos arqueoldgicos
méas antiguos han sido encontrados en este pais; b) la mayor diversidad genética esta
representada en los maices criollos desarrollados en México, y c) el pariente més cercano y
posible ancestro (el teocintle anual) solamente crece en forma silvestre en México y norte de
Centroamérica (Martinez-Soriano y Leal-Klevezas, 2001). En forma empirica, el mejoramiento
genético del maiz lo iniciaron las etnias mexicanas, quienes del teocintle (Zea mays subsp.
mexicana) comenzaron a seleccionar plantas que ofrecian algunas caracteristicas del grano para
ser aprovechadas en la alimentacion (Marquez, 2008). En México, el proceso de evolucion bajo
domesticacion y mejoramiento del maiz continta en el presente; los agricultores indigenas y
mestizos del pais cultivan, seleccionan, guardan y usan su propia semilla de maiz afio con afio
(CONABIO, 2012); estos agricultores que cultivan variedades criollas de maiz en forma
tradicional, siguen contribuyendo en la actualidad, a la conservacion y a la generacion de la
diversidad genética in situ del cultivo (Bommer, 1991, citado por Herrera et al., 2004; Warman,
1988, citado por Muiioz et al., 2001). De acuerdo con la clasificacion mas reciente basada en
caracteristicas morfologicas e isoenzimaticas, en México existen 59 razas (Sanchez et al.,
2000) de las cuales las mas utilizadas en el mejoramiento genético son: Celaya, Chalquefio,
Conico y Tuxpefio (Marquez-Sanchez, 1994). Los estudios e investigaciones realizados
durante afios, desde diversas disciplinas cientificas y humanisticas, comprueban que el papel

del campesino es fundamental para la conservacion y diversificacion del maiz (Serratos, 2009).
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Por otra parte, para promover la conservacion in situ de variedades criollas, también es
necesario conocer la diversidad del maiz criollo en las condiciones de la agricultura tradicional
(Herrera et al., 2004).

1.2 El teocintle como ancestro del maiz

El maiz es considerado como la planta mas domesticada y evolucionada del reino
vegetal. El origen y la evolucién del maiz es un misterio; por qué ha llegado a nosotros
altamente evolucionado (Asturias, 2004). Por recientes descubrimientos arqueoldgicos y
paleobotéanicos, se ha logrado determinar que el maiz procede de un antepasado de tipo
silvestre, un cereal de grano duro, contenido en una vaina, en el que cada semilla estaba
protegida por una cubierta formada por dos valvas y es llamado “teocintle” (Asturias, 2004),
aunque también se menciona que otro antecesor podria ser el género Tripsacum, otro pariente
silvestre del maiz (Tunuary y Chavez, 2008).

El maiz se originé de la domesticacion y la evolucion bajo domesticacion a partir del
teocintle hasta llegar a la amplia diversidad actual del maiz cultivado (Miranda-Colin, 2003).
El teocintle es una planta silvestre y es conocido como el ancestro del maiz (Matsuoka et al.,
2002; Doebley. 2004), pero debido a la poca informacion y conocimiento que se tiene sobre su
naturaleza boténica, potencial agricola y ganadero, y que en muchos casos se considera como
una “mala hierba”, existen algunas especies que estan en peligro de extincion (Bedoya y
Chavez, 2010). En la Norma Oficial Mexicana SEMARNAT 2001, NOM-059-ECOL-1994
aun cuando no se mencionan a los teocintles anuales, si aparece Zea perennis como especie en
peligro de extincion y Zea diploperennis como amenazada (Kato et al., 2009); los factores que
parecen estar alterando rapida y significativamente las poblaciones de estas especies, causando
la fragmentacion y reduccién en su tamafio, son los cambios en el uso del suelo, entre ellos el
abandono de la siembra del maiz y el establecimiento de praderas con pastos (Bedoya y Chavez,
2010).

1.2.1 Importancia del estudio del teocintle como fuente de recursos genéticos para el maiz

El teocintle no se parece fisicamente mucho al maiz, pero a nivel de patrimonio
genético, los dos tienen el mismo nimero de cromosomas y una disposicion muy similar de los
genes; la relacion genética es tan cercana que ambas plantas se cruzan entre si y es considerada
como un ejemplo de flujo genético (Martinez-Soriano y Leal-Klevezas, 2001) y puedan
reproducirse de forma natural (Genetic Sciencie Center Learning, 2014). El uso potencial del

teocintle en el mejoramiento del maiz se ha evaluado desde la década de 1950; varios
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investigadores concluyeron que el teocintle puede ser un germoplasma valioso para el
mejoramiento del maiz, ofreciendo cierta resistencia a aspectos tales como las enfermedades y
otros factores adversos (Rincon, 2001). Los parientes silvestres de las plantas cultivadas,
pueden ser importantes fuentes de genes en el mejoramiento genético con fines agricolas. En
el caso del maiz (Zea mays L.), el teocintle puede ser un recurso genético importante para
generar variabilidad genética en los programas de mejoramiento genético (Sanchez y Ruiz,
1997). Ejemplo de ello, es el trabajo realizado por Casas et al. (2003) quienes aplicaron la
transferencia de germoplasma de teocintle en plantas de maiz, y observaron un incremento en

el rendimiento, vigor de las plantas y la precocidad de las lineas de maiz.

1.2.2 Diversidad del teocintle

Teocintle significa "semilla de los dioses” en nahuatl (Martinez, 1999). Es llamado
colectivamente como teocintle (Sdnchez y Ruiz, 1997) y esta representado por especies anuales
y perennes diploides (2n = 20) y por una especie tetraploide (2n = 40); se encuentran dentro de
las areas tropiucales y subtropicales de Guatemala, Honduras, México y Nicaragua como
poblaciones aisladas de tamafios variables (Sanchez y Ruiz, 1997).

Los teocintles son plantas rasticas y silvestres que alun se encuentran en varias
localidades de México, y que en general se le considera como maleza, pero es también una
fuente alterna de alimento para el ganado cuando escasean otros forrajes (Bedoya y Chavez,
2010).

Existen dos clasificaciones para el teocintle: una propuesta por Wilkes (1967, citado
por CONABIO, 2008), basada en la distribucién geogréfica y condiciones ecoldgicas de las
areas de distribucién ; describe cuatro razas de teocintle para México (Balsas, Chalco, Mesa
Central y Nobogame) y dos para Guatemala (Guatemala y Huehuetenango); por otra parte, la
clasificacion de lltis y Doebley (1980) y Doebley (1990) basada en principios taxonémicos
dividid Zea en dos secciones; (1) seccién Luxuriantes incluye a Zea perennis (Hitch.) Reeves
& Mangelsdorf, Zea diploperennis lltis, Doebley & Guzman, Zea luxurians (Durieu &
Ascherson) Bird; en esta seccion se agregd Zea nicaraguensis lltis & Benz (descrita
recientemente por lltis y Benz, 2000) y (2) seccién Zea incluye Zea mays L. dividida en: Zea
mays ssp. mexicana (Schrader) lltis para las razas Chalco, Mesa Central y Nobogame; Zea
mays ssp. parviglumis lltis & Doebley que incluye a la raza de teocintle Balsas, Zea mays ssp.
huehuetenangensis (lltis & Doebley) Doebley para la raza de teocintle Huehuetenango y Zea

mays L. ssp. mays para el maiz cultivado.
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En el estado de México, México, se encuentra el teocintle anual (Zea mays ssp.
mexicana) que es conocido cominmente como acece, asise, casco de burro, diente de burro,
maiz cimarron, maiz forrajero, maiz zapato, pezufia de burro, etc., nombres que generalmente
estan asociados a la forma de la semilla 'y a la semejanza de dicha planta con el maiz (Sanchez
y Ruiz, 1997; Espinosa y Sarukhan, 1997).

1.3 Importancia de los organismos fitopatdgenos en los sistemas agricolas y en los sistemas
naturales

La diversidad bioldgica es importante en relacion con la condicion estable de un
agroecosistema especifico (Moonen y Barberi, 2008); en el suelo la diversidad constituye un
escudo de proteccion contra enfermedades transmitidas por patdgenos presentes en éste; pero
el papel de la biodiversidad en las interacciones multitréficas merece mayor estudio (Brussaard
et al., 2007) las cuales mantienen una estrecha asociacion con los organismos que viven en el
suelo (Berendsen et al., 2012). En los agroecosistemas, la biodiversidad desempefia una
variedad de funciones ecoldgicas mas alla de la produccion de alimentos, incluyendo: el
reciclaje de nutrientes, la regulacion del microclima y los procesos hidrolégicos locales,
mantienen un equilibrio entre los patdgenos y sus antagonistas, permiten la desintoxicacion de
productos quimicos nocivos (Altieri,1999., Pfening y Magalhées, 2012), mejoran la estructura
del suelo, permiten el crecimiento de las plantas, son parte importante en los ciclos del carbono
y del nitrégeno (De Felipe, 2004) y promueven la salud de las plantas (Kirk et al., 2004).

El suelo es el habitat de las raices de las plantas y de una gran diversidad de organismos,
bacterias, hongos, protozoos y animales invertebrados que contribuyen al mantenimiento y
productividad de los agroecosistemas (Giller et al., 1997; De Felipe, 2004).

Los hongos representan un componente esencial de la biodiversidad, no sélo por la gran
cantidad de especies, sino también por su importancia ecoldgica, evolutiva y socio-econémica
(Desprez et al., 2007). Las comunidades microbianas del suelo representan la mayor reserva
de la diversidad biolégica conocida en el mundo, hasta el momento (Berendsen et al., 2012).

Las actividades agricolas, como la labranza, drenaje, cultivos intercalados, rotacion, el
pastoreo y el uso extensivo de pesticidas y fertilizantes tienen implicaciones significativas para
las especies silvestres de flora y fauna (McLaughlin y Mineau, 1995). La intensificacion y la
expansion de la agricultura moderna es una de las mayores amenazas actuales para la
biodiversidad en todo el mundo (Hole et al., 2005). A pesar de esto, los ecosistemas agricolas

seguiran seleccionando a nuevos microorganismos, a menos que sean redisefiados con el
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objetivo que sean menos propicios para la aparicion de patdgenos (Stukenbrock y McDonald,
2008).

1.4 Principales enfermedades del maiz.

Todas las partes de la planta de maiz son susceptibles a diversas enfermedades que
reducen la capacidad de la planta para crecer de una forma normal, y pueden originar la pérdida
de la cosecha de grano (White, 1999).

1.4.1 Principales enfermedades y fitopatdgenos de la parte aérea del maiz.

Desde hace miles de afios, el sustento y la supervivencia de la humanidad se ha basado
en unos cuantos cultivos: trigo, arroz, maiz, otros cereales, las papas y algunas leguminosas
han proporcionado el alimento basico del hombre en las diferentes partes del mundo (Agrios,
2005). El maiz, al ser una planta cultivada, no escapa del ataque de patégenos que reducen su
produccion (Eubanks, 2001).

White (1999) describe a las enfermedades que comunmente atacan al maiz en la parte
aérea, dentro de las cuales se encuentran las producidas por bacterias como: marchitamiento
bacteriano de Stewart (Erwinia stewartii), marchitamiento y mancha bacteriana de Goss
(Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis), mancha de Holcus (Pseudomonas syringae
pv. syringae), marchitez foliar bacteriana (Pseudomonas avenae), podredumbre bacteriana del
tallo (Erwinia chrysanthemi pv. zea), rayado foliar bacteriano (Xanthomonas campestris pv.
zeae), rayado bacteriano y mancha foliar (Pseudomonas andropogoni), mancha de chocolate
(Pseudomonas syringae pv. coronafaciens). Mollicutes: raquitismo del maiz (Spiroplasma
kunkelli), raquitismo tipo mata del maiz (aun sin cultivar y asignar nombre cientifico). Hongos:
manchas y marchiteces foliares por Exserohilum, marchitez foliar del maiz del sur
[Cochliobolus heterosporus (Sinénimo: Helminthosporium maydis)], marchitez foliar del maiz
del norte (Setosphaeria turcica), mancha foliar del maiz del norte (Cochliobolus carbonum),
mancha foliar por Rostratum (Setosphaeria rostrata), mancha parda por Physoderma
(Physoderma maydis), mancha de ojo (Kabatiella zeae), marchitez foliar por antracnosis
(Colletotrichum graminicola) y mancha foliar gris (Cercospora zeae —maydis). De Leon (1984)
menciona las royas mas comunes, entre las cuales se encuentran las siguientes: roya comun
(Puccinia sorghi), roya por Polysora (Puccinia polysora) y roya tropical (Physopella zeae).

Una de las enfermedades con mayor impacto en la historia del cultivo del maiz, fue la
ocasionada por el tizon foliar surefio en los Estados Unidos de Ameérica, que en el afio de 1970

causo la pérdida de 1000 millones de dolares (Agrios, 2005). En los ultimos afios, la pudricion
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de la mazorca por Fusarium es una enfermedad que ocasiona pérdidas en el rendimiento, en
todos los paises donde se cultiva el maiz (Vigier et al., 1997). En paises en desarrollo esta
enfermedad afecta mas del 40% de la superficie sembrada (Claure, 2001. Citado por Morales-
Rodriguez, 2007). En Meéxico, en la region de Chalco, Edo. de México, la pudricion de la
mazorca por Fusarium afecta la produccion en un 30 a 50% en variedades criollas, segln

estimaciones de los productores de la zona (Briones-Reyes, 2007).

1.4.2 Principales enfermedades y fitopatogenos de las raices.

De acuerdo a White (1999), las podredumbres de las raices figuran entre las
enfermedades menos estudiadas y menos comprendidas del maiz, y sefiala que los grupos de
hongos que aparecen en las raices difieren dependiendo de la fase de crecimiento del
hospedante, condiciones ambientales, genotipo y cultivos anteriores.

Entre las enfermedades mas frecuentemente presentes en las raices de maiz se
encuentran las inducidas por Pythium (existen al menos 14 especies que causan marchitez de
las plantulas y podredumbre de las raices: P. acanthicum, P. adhaerens, P. angustatum, P.
aphanidermatum, P. arrhenomanes, P. graminicola, P. irregulare, P. paroecandrum, P.
pulchrum, P. rostratum, P. splendes, P. tardicrescens, P. ultimum y P. vexans, podredumbre
de las raices por Rhizoctonia (R. solani tipo AG-2 2 Ill, grupo 2B), por Fusarium (las méas
comunmente observadas son F. oxysporum y F. solani; otras incluyen F. acuminatum, F.
equiseti, F. graminearum, F. moniliforme (Sindnimo: F. verticillioides), F. proliferatum y F.
subglutinans, podredumbre roja de las raices causada por Phoma terrestris como el patdgeno
primario en asociacion con especies de Pythium y Fusarium (White, 1999).

La podredumbre de las raices por Pythium es considerada como una causa importante
de los bajos rendimientos del maiz en suelos pobremente drenados con continuos cultivos de
maiz y labores de conservacion. Asi mismo, Rhizoctonia solani puede causar graves pérdidas
en areas locales y reducir la cosecha hasta un 30% (White, 1999).

Otros agentes causales son Diplodia maydis, Cochliobolus ssp. (Sinénimo:
Helminthosporium), Colletotrichum graminicola, Rhizoctonia zeae, Macrophomina
phaseolina, Aspergillus ssp., Penicillium ssp., y Cephalosporium maydis (Shurltleff, 1980.
Citado por Quiroga, 1995).

1.5 Importancia de las enfermedades causadas por hongos del género Fusarium en maiz
Fusarium constituye un género amplio y complejo de especies causantes de una gran

variedad de enfermedades en las plantas y que producen numerosas micotoxinas (Jimenez,
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2011). Las especies de Fusarium son agentes causales de enfermedades que ocasionan
sintomas en diferentes partes de las plantas de varios cultivos (Reyes et al., 2012). Varias de
las especies de Fusarium (pero sobre todo F. solani y sus formas especiales, asi como algunas
formas especiales de F. oxysporum), ocasionan la pudricion de semillas y plantulas
(ahogamiento), pudriciones de raices, tallos inferiores, coronas, cormos, bulbos, tubérculos,
etc., (Agrios, 2005). El género Fusarium es el mas complejo de los hongos que atacan las raices

de las plantas cultivadas, y uno de los mas dificiles de clasificar (Montiel et al., 2005).

1.5.1 Fuentes de inoculo

El género Fusarium contiene un nimero de especies que habitan en el suelo; estan
distribuidas en todo el mundo y por mucho tiempo han sido conocidas como importantes
patogenos de plantas (Roncero et al., 2003). El indculo se encuentra presente en los residuos
vegetales o en el suelo del campo donde se desarrolla un cultivo; en otras ocasiones llega al
campo con las semillas, trasplantes, tubérculos u otros érganos de propagacion, o a través de
fuentes externas como plantas o campos cercanos (Agrios, 2005).

El maiz (Zea mays L.) con frecuencia es colonizado por el hongo Gibberella
moniliformis Wineland (anamorfo Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg). La
colonizacion de plantas puede ser por aislamientos endofitos, sin causar sintomas perceptibles,
o0 aislamientos patdgenos, con sintomas tan diversos como pudricion de la raiz, pudricién del
tallo y pudricion de la mazorca (Munkvold y Desjardins, 1997). En campo, la infeccion de los
estigmas de maiz por esporas de F. verticillioides en el aire es la principal via de infeccion en
la mazorca, pero el hongo también puede transmitirse a través de semillas infectadas
asintomaticas (Munkvold et al., 1997). EI movimiento sistémico de cepas desde las semillas
infectadas a las raices, tallos y mazorcas se ha demostrado en laboratorio mediante el

seguimiento de cepas marcadas aplicando microscopia in planta (Oren et al., 2003).
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Figura 1. Principales fuentes de in6culo de F. moniliforme (Sin: F. verticillioides) 1. Infeccion sistémica de
plantulas. El hongo sobrevive en la semilla o en el suelo de donde accede a la plantula e infecta las
raices. 2. Infeccion a través del estigma. Las conidias del hongo son depositadas en el estigma (E) y
penetran a través de la parte inferior del canal estilar (CE). C: carpelo, SE: saco embrionario. 3. Infeccion
a través de heridas. EI hongo accede al tallo y/o a la mazorca a través de lesiones mecénicas causadas
por insectos al alimentarse. Tomado de: de la Torre-Hernandez et al., 2014.

1.5.2 Dafios en el cultivo

Las pudriciones de la raiz y del tallo por Fusarium aumentan su severidad cuando las
plantas que estdn expuestas al patdgeno sufren stress por bajas temperaturas, sequia
intermitente o excesiva cantidad de agua en el suelo y la compactacion de la superficie del
suelo que limita el crecimiento de las raices de las plantas (Agrios, 2005).

En el maiz, Fusarium ssp. ocasiona marchitez desde la fase de plantula hasta planta
adulta, causando generalmente pudriciones en los 6rganos vegetativos (Figueroa-Rivera et al.,
2010). Fusarium presenta una distribucion cosmopolita y es endémico de zonas maiceras de
todo el mundo (Mendoza et al., 2003). En maiz puede causar dafio en todas las etapas del
cultivo; en semilla, el micelio puede invadir y ocasionar manchas en las cubiertas externas
causando ademas disminucién de la germinacién por la muerte del embrién; en plantula y
planta adulta, debilita y pudre la raiz, ocasionando acame (Gonzalez et al., 2007). La pudricion
de la mazorca es una enfermedad que ocasiona pérdidas en el rendimiento en todos los paises
en donde se cultiva maiz (Vigier et al., 1997); en paises en desarrollo afecta mas del 40% de la
superficie sembrada (Claure 2001, citado por Morales-Rodriguez, 2007). En México, en la

region de Chalco en el Edo. de México, la pudricion de la mazorca por Fusarium afecta la
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produccion en un 30 a 50% en variedades criollas, segun estimaciones de los productores de la

zona (Briones-Reyes, 2007).

1.5.3 Produccidn de toxinas

Aunque Fusarium es especialmente importante en la patologia de varias especies de
plantas, también produce diversos metabolitos toxicos que pueden contaminar los alimentos y
animales que se alimentan de plantas (Moss, 2002); entre estas sustancias estan las
micotoxinas.

Las micotoxinas son moléculas relativamente pequefias con una estructura quimica y
una actividad bioldgica muy diversa. Aungue suelen ser genotipicamente especificas para un
grupo de especies, el mismo compuesto puede también ser elaborado por hongos pertenecientes
a géneros distintos; entre los hongos que producen micotoxinas, los de mayor importancia son
Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Abarca et al., 2000). Las toxinas de mayor importancia
agroecondmica son los alcaloides del cornezuelo del centeno, aflatoxinas, fumonisinas,
ocratoxinas, toxinas termogeénicas, tricotecenos y zearalenona (Hussein y Brasel, 2001). Las
micotoxinas inducen diversos y potentes efectos en los sistemas bioldgicos, algunas son
carcinogénicos, dermotdxicas, estrogénicas, hemorragicas, hepatotdxicas, mutagénicos,
nefrotoxicas, neurotdxicas y teratogénicas (Steyn, 1995).

Los fumonisinas, tricotecenos y zearalenona son las micotoxinas mayormente
producidas por Fusarium a nivel mundial en granos de cereales, alimentos y forrajes para
animales (D’Mello et al., 1999). Diferentes especies de Fusarium son productoras de
micotoxinas como desoxinivalenol (vomitoxina), fumonisinas, nivalenol, toxinas HT2y T2 y
zearalenona (toxina F) (Bial-Aristegui, 2002).

Las Fumonisinas son un grupo de micotoxinas no fluorescentes (siendo las mas
importantes FB1, FB2 y FB3) producidas principalmente por F. proliferatum y F. verticillioides
(CAST, 2003; citado por Richard, 2007). Las fumonisinas son consideradas factores de
virulencia, ya que su produccion se asocia con una mayor capacidad de infeccion de F.
verticillioides en plantulas de maiz (de la Torre-Hernandez et al., 2014). En maiz, las
fumonisinas suelen estar presentes junto a otras micotoxinas, generalmente con tricotecenos,
como el deoxinivalenol (Elika, 2013). D’Mello y Macdonald (1997) mencionan que las
fumonisinas se han relacionado con la incidencia de cancer de es6fago en los seres humanos y
con brotes de micotoxicosis en animales en el sur de Africa. Otra toxina comdnmente producida

por especies de Fusarium es el Deoxynivalenol también conocido como vomitoxina o DON, y
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es producida principalmente por F. graminearum, y en algunas areas geograficas por F.
culmorum (Richard, 2000; citado por Richard, 2007).

1.6 Importancia del estudio de los organismos fitopatdgenos y otros microorganismos en
los ancestros silvestres de las plantas cultivadas.

Las especies de plantas, asi como el tipo de suelo, tienen una influencia sustancial en la
estructura y funcion de las poblaciones microbianas asociadas a la rizosfera, la cual esta
integrada en una compleja red micro y macrobiana y en cadenas tréficas (Berg y Smalla, 2009).

En la rizosfera, existen organismos que forman asociaciones mutualistas o parasiticas
con las raices de distintas especies vegetales y por tanto, tienen un fuerte impacto en la
supervivencia y crecimiento de estas especies (Rodriguez-Echeverria, 2009). Los
microorganismos asociados a las plantas pueden influir profundamente en la salud de las
mismas (Smith y Goodman, 1999).

La influencia que el suelo tiene en el establecimiento y crecimiento de distintas especies
vegetales se debe tanto a sus propiedades abioticas, fisicas y quimicas, como a la biota edafica
residente. Esta incluye bacterias, hongos e invertebrados que son mutualistas, herbivoros o
patdgenos vegetales y, por tanto determinan en gran medida el éxito colonizador de distintas
especies vegetales (Rodriguez-Echeverria et al., 2007).

Berg y Smalla (2009) mencionan que la interaccion planta-microorganismo podria
haber contribuido a la evolucion de las plantas; sin embargo, se desconoce hasta qué punto las
comunidades presentes en la rizosfera han participado en este proceso de gran diversificacion,
y sefialan que las investigaciones se han realizado principalmente en cultivos agricolas o
sistemas modelos, por lo que es necesario ampliar estos estudios a las plantas nativas en los

ecosistemas naturales.

1.7 Enfermedades causadas por fitopatdgenos en teocintle

El uso potencial del teocintle en el mejoramiento del maiz se ha evaluado desde la
década de 1950; varios investigadores concluyeron que el teocintle puede ser una fuente de
germoplasma valioso para el mejoramiento del maiz, ofreciendo cierta resistencia a aspectos
tales como las enfermedades y otros factores adversos (Rincon, 2001).

Poco estudios se han llevado a cabo en relacion a los organismos fitopatdgenos que
infectan al teocintle, entre ellos se pueden mencionar a Nault et al. (1982), quien afirma que el
teocintle es una especie tolerante a siete de las nueve principales enfermedades ocasionadas

por espiroplasmas, micoplasmas y virus que atacan al maiz. Por su parte, Mota y Garcia (2013)
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mencionan que el hongo conocido comunmente como huitlacoche (Ustilago maydis) es un

carbon paréasito tanto de maiz como de teocintle.

1.8 Importancia del estudio taxondmico y molecular de los organismos fitopatégenos en
general

La clasificacion taxondmica de organismos vivos aun se encuentra en una situacion
polémica (Margulis y Schwartz, 1998; Cavalier-Smith, 1998 y 2004; citados por Moreira et al.,
2012). Los estudios contemporaneos de Ecologia molecular se han esforzado en entender las
funciones metabdlicas de los diferentes componentes bioldgicos presentes en el ambiente y en
conocer la diversidad bioldgica mediante el uso y aplicacién de técnicas moleculares basadas
en la amplificacion de diversas regiones del ADN y ARN (Eguiarte et al., 2007). En el caso de
los organismos fitopatdgenos, Martin et al. (2000) mencionan que con el advenimiento de la
biologia molecular y la posibilidad de comparar regiones genémicas que presentan secciones
de ADN conservadas, el desarrollo de las pruebas de laboratorio aumenté a un ritmo
sorprendente para todos los grupos de patdgenos de plantas. La comparacion de las regiones
ITS de bacterias, hongos y nematodos han demostrado ser Utiles para propositos taxonémicos
y sistematicos. Por otra parte, la aplicacion de estas tecnologias en Fitopatologia ha mejorado
en gran medida la capacidad para detectar fitopatdgenos y esta aumentando la comprension de
su ecologia y epidemiologia (Martin et al., 2000).

La rizésfera es una frontera en gran parte inexplorada por la ingenieria genética
(O’Connell et al., 1996). Los estudios actuales de ecologia microbiana del suelo, basados en
métodos de biologia molecular, requieren de la extraccion del ADN como paso inicial (Holben,
1992). Por su parte, los métodos convencionales para identificar a los microorganismos
fitopatdgenos, entre ellos a los hongos que infectan las raices, a menudo se han basado en la
identificacion de los sintomas de la enfermedad, el aislamiento y cultivo de los organismos, y
la identificacion en laboratorio, por la morfologia y en algunas especies pruebas bioquimicas
(Atkins y Clakr, 2004). La identificacion precisa de hongos fitopatdgenos es esencial para
practicamente todos los aspectos en Fitopatologia. En paralelo con los métodos moleculares y
que ademas se han aplicado al estudio de la variacion de las poblaciones de fitopatogenos, por
ejemplo la deteccién de diferentes tipos de apareamiento o tipos de virulencia (McCartney et
al., 2003), etc.
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1.9 Manejo de las enfermedades radicales de cultivos

De acuerdo a Garcia (2010), el manejo de las enfermedades de la raiz, por su naturaleza
de elevada complejidad, oscila siempre en el terreno de la incertidumbre. Aln los tratamientos
al suelo que implican el uso de métodos de esterilizacion no son 100% eficientes, pues con
frecuencia su efecto es efimero y los dafios del patdgeno regresan con mas fuerzas.

Actualmente para el control de las enfermedades de la raiz se usan productos quimicos
(Berendsen et al., 2012); sin embargo, el control por medio de estas practicas han impactado
negativamente la biodiversidad de los agroecosistemas, y lo cual ha motivado a la busqueda y
desarrollo de alternativas ecoldgicas (Zavaleta-Mejia, 2000). La asociacion de cultivos, sobre
todo cuando se utilizan plantas con propiedades antimicrobiales, tiene la ventaja que al
incorporar los residuos vegetales en el suelo, se pueden reducir las poblaciones y dafios
ocasionados por patdgenos que atacan a la raiz (Zavaleta-Mejia et al., 1993). Con la asociacion
de cultivos, ademas de los beneficios econémicos, se pueden obtener grandes beneficios
ecoldgicos, al mejorar las condiciones fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, permitiendo un
mejor desarrollo del cultivo (Gémez-Rodriguez y Zavaleta-Mejia, 2001).

Por otra parte, las practicas culturales pueden promover la presencia y actividad de las
poblaciones microbianas que habitan en el suelo (Pérez et al., 2011). Chaves y Araya (2012)
realizaron un experimento de rotacion de cultivos para reducir la incidencia del nematodo
Aphelenchoides besseyi Christie en frijol, y de acuerdo a los resultados obtenidos, los cultivos
como ayote, chile picante, jengibre y tiquizque en el ciclo previo a la siembra de frijol, podrian
contribuir a reducir la incidencia y las pérdidas que ocasiona en este cultivo. Asi mismo, las
enmiendas organicas tienen el potencial de proveer control bioldgico consistente de
enfermedades, ya que pueden ser afectados tanto patdgenos foliares, vasculares como
radiculares (Hoitink et al., 1997). Herndndez y Bustamante (2001) evaluaron el efecto de
control biolégico de enmiendas organicas sobre la marchitez bacteriana (Ralstonia
solanacearum) del tomate; el mejor control de la enfermedad lo obtuvieron al usar materia
organica en forma de abonos organicos fermentados. Gran parte del control bioldgico de
enfermedades causadas por patdgenos del suelo como Fusarium, Phytophthora, Pythium, y
Rhizoctonia requiere la introduccién de nutrimentos organicos en el suelo, como sustento para
los agentes de control biolégico (Hoitink y Boehm, 2001). Entre los microorganismos
comunmente usados en el control biolégico se encuentran hongos como Trichoderma vy
bacterias, Bacillus (Herrera, 2005). Trichoderma es de gran importancia a nivel agricola gracias

a las diversas ventajas que ofrece como agente de control bioldgico, para la proteccion de las
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plantas frente al ataque de fitopatdgenos causantes de enfermedades de importancia econémica
(Tovar-Castafio, 2008).

La utilizacion de cepas de Trichoderma para el control de enfermedades de vegetales
producidas por hongos es una de las alternativas mas prometedoras al empleo de fungicidas
quimicos (Rey et al., 2000). Los mecanismos por los que las cepas Trichoderma desplazan al
fitopatdgeno estan fundamentalmente asociados a la competencia directa por el espacio o por
los nutrientes, produccién de metabolitos, antibioticos, parasitismo directo sobre los hongos
fitopatogenos (Chavez, 2006). En algunos casos Trichoderma actta sobre algunos patégenos
debido a su capacidad de colonizar rapidamente el follaje; también puede colonizar
extensivamente una superficie foliar intacta (Fernandez y Vega, 2001).

A continuacién se citan algunos trabajos sobre el efecto de Trichoderma como agente
de control biologico. Gonzélez et al. (1998) reportan que con la aplicacion de T. harzianum, se
alcanzaron incrementos significativos en la masa fresca de la planta, la altura y el didmetro del
tallo en el cultivo del tomate. Lopez-Herrera et al. (1999) reportd que en presencia de
Trichoderma, la densidad de inoculo de Phytophthora cinnamomi se redujo entre 86 y 91% vy
su porcentaje de aislamiento en las raices de las plantas inoculadas, entre 40 y 60% en el cultivo
de aguacate. Ezziyyani et al. (2004) encontraron que el tratamiento con T. harzianum fue capaz
de reducir hasta un 65% la tristeza causada por el patdgeno P. capsici en plantas de pimiento.
Guédez et al. (2009) mencionan que T. harzianum resulté ser un excelente controlador “in
vitro” de hongos de postcosecha en frutos de fresa. T. harzianum mostré una accién efectiva
como biocontrolador de F. solani en el cultivo de maracuya (Cubillos et al., 2011).

Por otra parte, debe mencionarse que las plantas también son capaces de reaccionar y
defenderse por si solas, utilizando una serie de mecanismos naturales (Berendsen et al., 2012).
Los genes de defensa de las plantas estan sujetos a su dindmica evolutiva (Zhang et al., 2002).
La diversidad de los patrones de secuencias de ADN varia ampliamente entre los genes que
codifican las proteinas que protegen a las plantas contra patdégenos y herbivoros (Tiffin, 2004).
La resistencia inducida es una forma de defensa activa que involucra la expresion diferencial
de genes y cambios metabdlicos que ocurren como consecuencia de un proceso de

reconocimiento especifica entre la planta y el patdgeno (Berendsen et al., 2012).

1.10 Manejo de las enfermedades de la raiz en maiz
En México son pocas las investigaciones que se han realizado para el manejo de las
enfermedades de la raiz en maiz. En el 2009, el Dr. Ignacio Maldonado Mendoza, investigador

del CIDIIR — IPN, ubicado en Guasave, Sinaloa, emprendié un proyecto con apoyo de la
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Fundacién Produce del mismo estado, con la finalidad de buscar microorganismos nativos de
la zona, asociados a la rizosfera de maiz y que tuvieran efectos antagdnicos contra Fusarium
ssp., y poder crear un banco de germoplasma de especies nativas de Sinaloa, que permitan
controlar e inhibir el crecimiento del patdégeno; en el 2012 reportaron el aislamiento de
aproximadamente 12 000 especies de microorganismos antagonicos asociados a la rizosfera
del maiz, siendo bacterias (Bacillus ssp.) el grupo mayormente aislado en mayor frecuencia y
de mayor efecto antagonico sobre Fusarium. Esta es una de las investigaciones mas recientes
del manejo de una enfermedad de gran importancia como la Fusariosis en un cultivo de suma
relevancia para México, por ello es necesario la implementacion de mas proyectos de
investigacidn en estos aspectos a nivel nacional. Asi mismo, es conveniente el estudio de los
microorganismos que se asocian a la rizosfera de plantas silvestres como el teocintle, debido a
que estos microorganismos han persistido y convivido durante muchos afios y muy

probablemente participen en la regulacion de las poblaciones de fitopatdgenos.

1.11 Importancia del estudio epidemioldgico de las enfermedades de plantas

Desde el momento en que los primeros agricultores comenzaron a cultivar plantas, han
tenido la preocupacién de reducir las pérdidas agricolas ocasionadas por las enfermedades de
los cultivos (Arneson, 2001). Las enfermedades de las plantas son importantes para el hombre
debido a que perjudican a las plantas y sus productos (Agrios, 2005).

La epidemiologia es la ciencia que estudia los cambios temporales y espaciales que
ocurren en el desarrollo de una enfermedad causada por poblaciones de patdgenos en
poblaciones de plantas (Campbell y Madden, 1990). Una epidemia ocurre cuando hay un
cambio en la intensidad de la enfermedad temporal y espacialmente en una poblacion de plantas
(Kranz, 1974). En una epidemia se pueden observar interacciones entre el patdgeno, la planta,
factores ambientales y la interferencia humana (Horsfall and Cowling, 1978; Campbell y
Madden, 1990). La enfermedad puede ser causada por hongos, bacterias, virus, nematodos,
entre otros (Achicanoy, 2000).

El impacto de las enfermedades y las pérdidas que ocasionan son funciones del progreso
de enfermedad. Para reducir este impacto, no tenemos que eliminar la enfermedad; sélo
tenemos que mantener el desarrollo de enfermedad debajo de alglin nivel critico (Arneson,
2001).

En Fitopatologia es imprescindible conocer la intensidad de una enfermedad para
valorar el efecto de un tratamiento, llevar a cabo medidas de control, evitar el uso excesivo de

plaguicidas y como un componente para evitar la resistencia del patogeno (Nava, 2009). La
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descripcion cuantitativa de las epidemias de las plantas, proporciona abundante y valiosa
informacion relacionada con la cantidad y eficiencia del inoculo inicial, los efectos del
ambiente, la resistencia del hospedante, el tiempo de interaccion entre el hospedante y el
patdgeno, los sistemas de prediccion y la efectividad de las estrategias de manejo de la
enfermedad (Achicanoy, 2000).

1.12 Importancia del andlisis del comportamiento temporal de las enfermedades en
general.

Las enfermedades vegetales cominmente comienzan a un nivel bajo (un ndmero
pequefio de plantas afectadas y una cantidad pequefia del tejido vegetal afectado) y llegan a ser
de interés solamente cuando su incidencia y severidad aumenta con el tiempo (Arneson, 2001).

En el analisis temporal de epidemias, la enfermedad en una poblacion de plantas se
puede evaluar en varios momentos y los resultados se presentan como una curva de progreso
de la enfermedad, que puede representarse en una grafica a la intensidad (incidencia o
severidad) de la enfermedad contra el tiempo (dias, meses o afios) (Campbell y Madden, 1990).
Cuando se registra el cambio de incidencia en el tiempo de una enfermedad en una poblacién
de plantas, las tendencias se pueden expresar por medio de una curva de desarrollo de la
enfermedad. Esta es una estrategia Util para estudiar las epifitias, ya que dicha curva integra los
efectos del hospedante, del patdgeno y del ambiente que ocurren durante la epifitia. EIl analisis
de la curva de incremento de incidencia en el tiempo permite conocer mejor la enfermedad, y
desarrollar formas més eficientes de control (Campbell y Madden 1990). La intensidad de la
enfermedad, se monitorea a través del tiempo y los resultados pueden analizarse con modelos
de regresion logistica y observar su comportamiento por medio de graficos, en un area bajo la
curva del progreso de la enfermedad a través del tiempo (Pedroza y Samaniego, 2009). De
acuerdo a Campbell y Madden (1990), los modelos clasicos a los que comdnmente se ajusta
el comportamiento temporal de las epidemias y los mas usualmente utilizados en diferentes
analisis fitopatoldgicos son: el modelo exponencial, monomolecular, logistico y de Gompertz.

Uno de los aspectos importantes del analisis temporal de las epidemias es la seleccion
de un modelo apropiado para describir el progreso de la enfermedad. La seleccion del modelo
es importante porque la estimacion de parametros para el modelo son la base para el anélisis
estadistico y la comparacion de las curvas de progreso de la enfermedad (Campbell y Madden,
1990).

El modelo exponencial (dy/dt=ry) es uno de los modelos mas simples, fue usado para

predecir el incremento de la poblacion humana; su interpretacion bioldgica indica que la tasa
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absoluta del incremento de la enfermedad es directamente proporcional a la cantidad de
enfermedad e indirectamente al in6culo (Campbell y Madden, 1990). Mientras tanto, el modelo
monomolecular (dy/dt=r (1 — y)) estd basado en reacciones quimicas de primer orden; es
también llamado “modelo exponencial negativo” y es usado en fendmenos que incluyen la
expansion celular, respuesta de cultivos a nutrientes y al crecimiento de plantas y animales. El
término (1 — y) representa la proporcién de tejido o plantas aparentemente sanas, la tasa
absoluta de cambio en la enfermedad es proporcional al nivel de tejido sano o proporcion de
plantas aparentemente sanas (Campbell y Madden, 1990).

Por otra parte, el modelo logistico [(dy/dt= ry (1 — y)], es posiblemente el mas
importante para un andlisis temporal del progreso de la enfermedad, por su extensa aplicacién
para describir muchas epidemias. Fue propuesto originalmente por Verhulst en 1838 para
describir el crecimiento de las poblaciones humanas. En la ecuacion, el parametro de la tasa r.
con unidades de tiempo y la y maxima equivale a 1. Vanderplank lo llam¢é “tasa de infeccion
aparente” porque lo que se observa es el tejido aparentemente enfermo (Campbell y Madden,
1990).

Gompertz (1825), propuso un modelo de crecimiento de poblaciones animales,
utilizando la ecuacién dy/dt= ry [-In (y)]; al igual que en el modelo logistico la grafica de dy/dt
contra los aumentos de t llega a un méximo (el punto de inflexién) y luego decae a 0. Al
contrario del modelo logistico, no es simétrico alrededor del punto de inflexion y la tasa
absoluta se acerca mas rapido y decae lentamente (Campbell y Madden, 1990).

Al aplicar un andlisis temporal, nos permite integrar los componentes esenciales en la
curva de progreso de la enfermedad (CPE): hospedante, patdgeno y condiciones ambientales
que ocurren durante una epidemia, ademas nos permite identificar similitudes y diferencias

entre epidemias, basandose en el comportamiento de la CPE (Campbell y Madden, 1990).
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CAPITULO II.
DINAMICA TEMPORAL DE LA INCIDENCIA DE Fusarium Y Oomycetes
ASOCIADOS A LAS RAICES DEL MAIZ CRIOLLO “AZUL” (Zeamays L. raza
Chalco) Y DEL TEOCINTLE (Zea mays subsp. mexicana).

RESUMEN

Las enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos de las raices (HOFIR) en maiz han sido
poco estudiadas y se desconoce el papel que estos hongos juegan en el patosistema aéreo y
edéafico de este cultivo. En las especies silvestres que son ancestros de las plantas cultivadas,
como es el “teocintle” para el maiz, se desconoce atin mas la relacion y el efecto que los
HOFIR pueden tener. El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia y dinamica
temporal de la incidencia de Fusarium ssp., y de Oomycetes en las raices de maiz criollo “azul”
y del teocintle a lo largo del ciclo fenolégico de ambas especies. Se colectaron plantas de maiz
criollo en ocho etapas fenologicas de una parcela comercial y plantas de teocintle en cinco
etapas fenoldgicas de una poblacion silvestre en el Estado de México. Del sistema radical de
ambas especies, se seleccionaron raices mostrando dafio por marchitez y se sembraron en
medios de cultivo semiselectivos, evaluandose la incidencia de Fusarium ssp. y de Oomycetes
a través del tiempo. Con base en su morfologia, color y textura se realizo la purificacion de
cepas, extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion genética, asi como su
identificacion taxonomica. Fusarium oxysporum y F. fujikuroi, y algunos Oomycetes no
identificados a género ni especie, fueron los mas frecuentemente encontrados tanto en maiz
como en teocintle. La incidencia de Fusarium siempre fue mayor que los Oomycetes; sin
embargo, la incidencia en general por estos organismos fitopatégenos fue menor en teocintle
que en maiz. Ambas especies de plantas presentaron un alto nivel de dafio por necrosamiento
en las raices, el cual se infiere se debe en gran parte a la infeccion por Fusarium; sin embargo,
se deben realizar trabajos experimentales bajo condiciones controladas que confirmen esta
suposicion. A la cosecha del maiz, se hall6 una elevada incidencia y severidad causada por
Fusarium ssp., en las mazorcas; pero no en teocintle. Este es un trabajo preliminar que permite
establecer por primera vez la presencia de F. fujikuroi en las raices de maiz, asi como también
por primera vez la presencia de F. oxysporum y F. fujikuroi en raices de teocintle a lo largo de
todo el desarrollo fenoldgico de ambas especies de plantas; sin embargo, ain se desconoce el
papel especifico y la importancia que estos hongos tienen en las poblaciones del ancestro
silvestre del maiz, y el papel que el indculo del suelo tiene en las infecciones y fuerte dafio en
el cultivo del maiz.

Palabras claves: Dinamica temporal, hongos fitopatdgenos de las raices, Fusarium,

Oomycetes, maiz criollo “azul”, teocintle.
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INTRODUCCION

De manera general se acepta que los organismos fitopatdgenos causan un menor dafio
en los sistemas naturales que en los sistemas agricolas 0 manejados, debido a que en un sistema
natural existe una mayor diversidad biolégica (Gliessman, 2002) la cual se manifiesta a través
de multiples interacciones (Cohen, 1989; Ingham, 2000), y ello favorece el equilibrio en la
estructura y funcion de las comunidades que lo conforman (Bardgett et al., 2005), lo cual a su
vez influye en la regulacion de las especies (Hunter, 2002).

Asi mismo, se ha propuesto que en los sistemas naturales, la convivencia entre planta y
patdgeno depende en gran parte de la duracion de la coexistencia espacio-temporal
(coevolucién) que han tenido las dos especies involucradas y en la cual han desarrollado
estrategias de resistencia y virulencia, sin presentar situaciones de extrema virulencia y
destruccion como sucede en los sistemas agricolas (Thompson, 1994; Burdon y Thrall, 2000).

En epidemiologia botanica, el andlisis temporal y cuantitativo de las enfermedades en
plantas, proporciona informacion precisa de los cambios en la densidad del indculo inicial del
patogeno, la influencia de las diferentes etapas del desarrollo de la planta hospedante (Dobson
y Crawley, 1994; Houlden et al., 2008), la fluctuacién de las condiciones climatoldgicas que
mayor influencia tienen en el desarrollo de la epidemia, y en el caso de los agroecosistemas, el
efecto de las actividades culturales (Zadoks y Schein, 1979; Campbell y Madden, 1990),
informacion que no se obtiene cuando solo se estudia una enfermedad al inicio (siembra) y/o
final (cosecha) del cultivo.

Por otra parte, se reconoce la importancia del estudio y la conservacion de los ancestros
silvestres de las plantas cultivadas de importancia agricola, pues representan un trascendental
recurso bioldgico, genético y ecoldgico para: a) obtencion de genes de resistencia a diversos
factores bidticos y abioticos (Sanchez y Ruiz, 1997 y Casas et al., 2003), b) obtencion y
conservaciéon de microorganismos de la rizosfera, filésfera y cauldsfera importantes para su
desarrollo y funcion (Sanchez et al., 1998), c) fomento del flujo e intercambio genéticos para
conservar la diversidad de las especies (Miranda-Colin, 2003; de Lange et al., 2014).

El maiz es uno de los cultivos fundamentales en la alimentacion de la humanidad; sin
embargo, es afectado por diversos patogenos (White, 1999), entre los mas importantes estan
los hongos del género Fusarium, que causan fuertes dafios y pérdidas directas e indirectas en
su produccién (White, 1999; Hernandez-Delgado et al., 2007).

Al presente, se acepta que el ancestro silvestre del maiz es el teocintle (Doebley et al.,
1984; Miranda-Colin, 2003; Doebley, 2004), y ain cuando de manera natural existe flujo
genetico entre maiz y teocintle (Sanchez y Ruiz, 1997) y se han hecho cruzas experimentales
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entre ellos para valorar el uso potencial del teocintle en el mejoramiento del maiz (Casas et al.,
2003), existen pocos trabajos sobre las interacciones planta-patdgenos en las especies de
teocintle (de Lange et al., 2014), y menos aun sobre los hongos fitopatdgenos de las raices
tanto del teocintle como del maiz, a pesar de la importancia que ello representa en la basqueda
de resistencia genética a enfermedades para el maiz (Nault et al., 1982), y en la conservacion
del ancestro teocintle (Kato et al., 2009).

Es importante mencionar que a pesar de la trascendencia que tiene el teocintle como
fuente para la obtencién de genes en el mejoramiento del maiz, y para la obtencion de
microorganismos benéficos (Sanchez et al., 1998), las areas naturales en las que se encuentran
las poblaciones de las diferentes especies del teocintle en la Republica Mexicana (Sanchez y
Ruiz, 1997) han ido disminuyendo debido principalmente al cambio en el uso del suelo, y de
acuerdo a varios autores es una especie en peligro de extincion (Wilkes, 2007; Kato et al.,
2009).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo ha sido determinar de manera comparativa
cuales son los hongos fitopatdgenos mas comunes que afectan el sistema radicular tanto del
teocintle como del maiz, asi como conocer el comportamiento temporal de incidencia y dafio a

lo largo del desarrollo fenoldgico de ambas especies de plantas.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y descripcion de los sitios de muestreo.

Este estudio se llevd a cabo de abril a diciembre de 2013 en una parcela comercial de
maiz nativo ‘azul’ (Zea mays subsp. mays raza Chalco) ubicada en Juchitepec, Municipio de
Juchitepec, estado de México, con longitud 98°58°46°° W y latitud 19°10°28”°N, a 2540 msnm,
clima templado subhimedo con una precipitacion media anual de 750 mm y temperatura anual
de 20° a 23°C. En el caso del teocintle, se trabajé en una poblacion silvestre localizada en
Cocotitlan, Municipio de Cocotitlan, estado de México, con longitud 98°49°46°° W vy latitud
19°14°33”’ N, a 2300 msnm, clima templado subhiimedo, precipitacion media anual de 650
mm y temperatura media anual de 13.6 °C.

La parcela de maiz, con un area de 0.24 ha, abarcé una poblacion aproximada de 5 616
plantas, distribuidas en 54 surcos con 104 plantas cada uno; la distancia entre plantas fue
aproximadamente de 0.40 m y entre surcos de 1.0 m. Para el muestreo de las plantas se siguio
un muestreo sistematico, trazando una ‘W’ en toda la parcela (cuatro cuadrantes), y en cada
brazo (cuadrante) de la W se seleccionaron cinco plantas equidistantes; con 20 plantas por

fecha de muestreo (Figura 2).

Figura 2. Representacion de la parcela de maiz nativo “azul” que muestra la distribucion de los puntos de
muestreos.

Se efectuaron ocho muestreos durante todo el ciclo fenoldgico del cultivo durante los
meses de Mayo a Diciembre del 2013, e incluy6 un total de 160 plantas. El disefio de muestreo
seguido en este trabajo es recomendado para el andlisis de los organismos fitopatdgenos de las
raices que comunmente presentan una disposicion espacial en agregados (Campbell y Benson,
1994).

La poblacion silvestre de teocintle con la cual se trabajo, ocupa un area de

aproximadamente 0.806 ha, conformada por individuos en diferentes etapas fenoldgicas, desde
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plantula hasta plantas adultas en reproduccion; presenta una elevada densidad de poblacion por
metro cuadrado, y semeja un pastizal silvestre (Figura 3). Para el muestreo de esta poblacion,
se trazo un transecto de 30 m de largo por 2.0 m de ancho, y a lo largo de él se tomaron 20
plantas de teocintle en cada uno de los tres muestreos realizados durante el periodo de estudio;
se eligieron, plantas en aparente diferente estado fenoldgico. Se estimo la densidad total de esta
poblacion, colocando aleatoriamente seis cuadrantes de un metro cuadrado cada uno y se conto
el total de individuos por cuadrante; posteriormente se calculo la densidad promedio por metro

cuadrado y este valor se extrapold al area total ocupada por la poblacion.

Figura 3. Poblacidn silvestre de teocintle, ubicada en el municipio de Cocotitlan, Edo. de México, 2013.

Las plantas seleccionadas de maiz y teocintle se extrajeron con toda la raiz, y se
colocaron en bolsas de plastico etiquetadas dentro de hieleras para su transporte. Todas las
muestras de plantas y raices se procesaron en el Laboratorio de Ecologia de Patdgenos de la

Raiz del Instituto de Fitosanidad del Colegio de Postgraduados, Campus montecillo, México.

Evaluacion de la incidencia de Fusarium y oomycetes asociados a las raices del maiz y
teocintle.
Procesamiento de muestras de raices en laboratorio

Las plantas extraidas de maiz criollo y teocintle, no presentaron sintomas aéreos de
marchitez o pudricidn, si no que éstas se veian aparentemente vigorosas.

El sistema radical de cada planta se separé de la parte aérea y se lavo perfectamente con
agua corriente para quitar el exceso de suelo. Del sistema radical se seleccionaron 10 raices al
azar y de cada una de ellas se cortaron trocitos de +1 cm de largo. Estos trocitos de raices se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1%, agitandolos durante un minuto; posteriormente
se les dio un triple lavado con agua destilada estéril; se les quito el exceso de agua con toallitas
de papel esterilizadas, y se dejaron secar bajo condiciones estériles dentro de la cAmara de

trasferencia. De cada muestra de raices, se sembraron 10 trocitos en una caja de Petri con medio
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PDA (BD Bioxon®) y medio de Kerr (Kerr, 1962) para Fusarium, y 10 mas con medio PARPH
(Base Harina de Maiz (MASECA)-Agar (MERCK®), en adicién de los antibidticos:
Pimaricina-Amplicilina-Rifampicina-PCNB e Himexazol) para oomycetes.

Las cajas selladas y etiquetadas se incubaron a 27°C durante siete dias en oscuridad. A
los tres dias de incubacion, se inicié la cuantificacion y registro del nimero de colonias de
Fusarium y oomycetes; éstos fueron los organismos que se observaron con mas frecuencia en
todos los muestreos en ambas especies de plantas. A los siete dias después de la incubacion de
las raices en los medios de cultivo, se evalué el porcentaje de incidencia por muestra de raices
con base en el numero de colonias observadas en relacion a los 10 trocitos de raices. Este
mismo procedimiento se siguid en todos los muestreos para maiz y teocintle. Las colonias de
Fusarium se cuantificaron de forma global y con base en la morfologia, color y textura de las
mismas, sin determinar a qué especie pertenecia cada unidad formadora de colonia.

La identificacion morfoldgica y molecular de Fusarium se aborda en el Capitulo 111 de
este trabajo. Es necesario mencionar que la identificacion morfoldgica y molecular de
Oomycetes no se realizo, debido a que los aislamientos obtenidos se presentaban fuertemente
contaminados con bacterias, y aunque se intentd limpiar utilizando como base de medio de
cultivo Harina de Maiz (MASECA)-Agar (MERCK®), en adicion de los antibidticos:

Pimaricina, Penicilina, Rifampicina, Estreptomicina, Cloranfenicol, no se logro la limpieza.

Evaluacion de la severidad del dafio por pudriciones y marchiteces en raices de maiz y
teocintle.

Una vez lavado el sistema radicular de las plantas muestreadas, se colocé sobre toallas
de papel para quitar el exceso de agua y se evallo su peso fresco. Después de esto, las raices
se arreglaron para valorar el grado de dafio causado por pudriciones radicales, tomando

fotografias del sistema radicular de cada planta en cada muestreo.

Evaluacion del desarrollo y crecimiento del maiz y del teocintle

Ademas de evaluar el peso fresco y peso seco de las raices también se evallo la parte
area de las plantas, y se cuantifico el nimero de hojas. Al final del ciclo de cultivo del maiz, se
seleccionaron 16 surcos (cuatro por cuadrante) y 30 plantas por surco; se cuantificé el nimero
de mazorcas por planta, y se extrapold al total de la poblacién en la parcela. En teocintle se
cuantifico el namero de hijuelos por planta, y el nUmero de mazorquitas por hijuelo y por
planta. Desde el primer muestreo, las plantas de teocintle se clasificaron con base en su

morfologia, nimero de hojas, hijuelos y mazorquitas, y se definieron cinco diferentes etapas

45



fenoldgicas; en los muestreos posteriores se colectaron plantas en tales fases. EI material
vegetal se coloco en estufa de secado a 78°C durante 72 hrs, y después se evaluaron el peso

seco total (biomasa), peso seco de raices y peso seco de la parte aérea.

Analisis cuantitativo de la dindAmica temporal de la incidencia de Fusarium y oomycetes
asociados a las raices de maiz y de teocintle a lo largo de su ciclo fenolégico.

La incidencia de Fusarium y oomycetes en raices se graficd en funcién del tiempo para
obtener la curva de progreso de la enfermedad (CPE). Los datos en proporcion de la incidencia,
se ajustaron a los modelos de crecimiento monomolecular, logistico y Gompertz en su version
lineal, mediante el analisis de regresién lineal, aplicando el método de minimos cuadrados y
utilizando el programa estadistico SAS version 9.0. EI mejor modelo para describir las curvas
de crecimiento, se selecciond con base en los estadisticos R2, CME, Prob > F, Sko y Sk, Y
comportamiento de residuales. La aplicacion de estos modelos permitié obtener la tasa de
crecimiento (r) de cada CPE para Fusarium y Oomycetes.

Las tasas de crecimiento de la incidencia causada por Fusarium y Oomycetes en maiz
y en teocintle, se compararon mediante un intervalo de confianza (I.C.) siguiendo lo propuesto
por Madden (1986) para la comparacién de los pardmetros epidemiolégicos, y se aplicaron las
siguientes ecuaciones:

(01— 02) £t [P;ni+n2—(2p)].s[d].

En donde: p es el nimero de parametros en cada modelo; ni y n2 son el nimero de
observaciones para los dos diferentes curvas de progreso de la enfermedad; t [.] es el valor
critico en una tabla de t con nivel de significancia P y ni+n, - (2p) grados de libertad; y s [d ]
es el error estandar de la diferencia, la cual es calculada como la raiz cuadrada de la suma de
las varianzas de los dos parametros estimados:

s[d] = (s [0a] + §7[62] )"

La Regla de decision para este analisis es: ‘Si el intervalo de confianza no incluye cero,

entonces uno puede rechazar la hipétesis nula de igualdad de parametros en favor de la

hipotesis alternativa de no-igualdad’.

Anélisis de correlacion de las variables de crecimiento de maiz y teocintle respecto a la
incidencia de Fusarium y Oomycetes.

Las variables de crecimiento de maiz y teocintle se correlacionaron con la incidencia
de Fusarium y oomycetes aplicando el coeficiente de correlacion de Pearson (p), y el programa
estadistico SAS version 9.0.
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Evaluacion de la severidad causada por Fusarium ssp., en mazorcas de maiz.

Al finalizar el ciclo de cultivo del maiz se presentd un severo dafio causado por
Fusarium en las mazorcas, el cual se evalto solamente en las mazorcas cosechadas. Para ello,
las 417 mazorcas cosechadas se ordenaron con base en el grado de dafio que presentaban
(pudriciones, semillas con coloracion blanquecina-rosa, amarillentas; deformaciones en
semillas y mazorcas) y se defini6 una escala cualitativa de severidad con diez clases de dafio
donde: 1=0% (sin dafio aparente), 2= 1-3%, 3= 4-12%, 4= 13-25%, 5= 26-35%, 6= 36-55%,
7=56-80%, 8= 81-95%, 9= 96-98% y 10= 100% dafio. Se determind el indice de dafio medio

(1.D.) en la parcela de acuerdo a la ecuacién propuesta por Parry (1990).

Observacion preliminar de la presencia de Fusarium en semillas asintomaticas y
sintomaticas de mazorcas de maiz y de teocintle.

De las mazorcas de maiz cosechadas y seleccionadas para definir la escala de severidad,
solo se tomaron 10 semillas; 5 semillas de una mazorca con 0% (sin dafio aparentemente), y 5
semillas de una mazorca con 100% de dafio de Fusarium.

En lo que respecta al teocinte, y como ninguna mazorquita o semillas presentaron
sintomas visibles de dafio por Fusarium, sélo se tomaron 10 semillas al azar; es importante
mencionar que este proceso solo se efectiio una vez con la Unica finalidad de conocer qué
patdgenos podrian estar presentes en las semillas, pero no se llevo a cabo un muestreo formal
de manera sistematica. Las semillas de maiz y teocintle seleccionadas, se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 1% durante un minuto, dando un triple lavado con agua destilada estéril;
se les quito el exceso de agua con toallas de papel previamente esterilizadas, dejandolas secar
durante 30 minutos a temperatura ambiente dentro de la cAmara de transferencia. Las semillas
asintomaticas y sintomaticas de maiz, y las semillas de teocintle, se sembraron en medio de
cultivo PDA, incubandose a 26°C en oscuridad. Al tercer dia de incubacion se observo
crecimiento de colonias de Fusarium en todas las semillas; se seleccionaron 3 aislamientos de
las semillas de maiz provenientes de mazorcas con 100% dafio y 2 aislamientos de semillas de
mazorcas con 0% dafio. En el caso del teocintle también se observo crecimiento de colonias de
Fusarium, y se seleccionaron 3 aislamientos. Todos los aislamientos de Fusarium se cultivaron
por cultivos monoconidiales para su purificacion y posterior caracterizacion molecular, la cual

se describe mas detalladamente en el Capitulo 111 de este trabajo.
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Evaluacion de la produccion en maiz
Recoleccion de mazorcas.

La cosecha del cultivo de maiz se realizo a los 225 dias después de la siembra (DDS),
para ello se seleccionaron cuatro surcos por cuadrante, colectando las mazorcas de 30 plantas
tomadas al azar por surco, y teniendo un total de +120 plantas cosechadas por cuadrante. Las
mazorcas cosechadas fueron puestas en costales previamente etiquetados con los datos
correspondientes y fueron transportadas al laboratorio donde se procedio a limpiar cada una de

las mazorcas, quitando las bracteas que las envuelven.

Estimacion de la produccion

Del total de las mazorcas cosechadas se tomo6 una muestra de 50 mazorcas al azar, y en
cada una se evalto el nimero de hileras de semillas, numero de semillas por hilera y peso de
la mazorca; se obtuvo el valor promedio de cada variable, y posteriormente por extrapolacion
se obtuvo la produccion total para el area de la parcela de cultivo y de la densidad de siembra
establecida, aplicando las siguientes ecuaciones y variables Ntm =Mpp x Pps x Spp;
Produccién = Ntm x Ppm; en donde, Ntm: nimero total de mazorcas; Pps: plantas por surco;
Spp: surcos por parcela; Ppm: peso promedio de mazorcas; Mpp: nimero de mazorcas
promedio por planta.

Estimacion de pérdidas de produccion en maiz, debidas al dafio causadas por Fusarium
ssp., en las mazorcas.

Una vez estimada la produccion total de la parcela, se hizo la comparacién de los
resultados obtenidos en este trabajo con los obtenidos por Jhonson y Jha (1993) bajo
condiciones de temporal, y Antonio et al., (2004) y Arellano et al., (2003) bajo condiciones de
temporal, riego y dosis de fertilizacion en el Edo. de México, Puebla y Tlaxcala y asi poder

estimar las pérdidas ocasionadas por Fusarium en mazorcas de maiz criollo azul.
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RESULTADOS

Definicion de fases fenoldgicas de maiz y teocintle

Las fases fenoldgicas de las plantas de maiz muestreadas se definieron con base en lo propuesto
por Ritchie y Hanway (1984), citado por Lafitte (1993), y en esta investigacion concordaron
con las etapas vegetativas V2, V4, V9 y V12, y reproductivas R1, R3, R5 y R6 en los
correspondientes ocho muestreos. En el teocintle se definieron cinco fases fenoldgicas: fase
vegetativa inicial (FVI), fase vegetativa avanzada (FVA), fase reproductiva inicial 1 (FRI1),
fase reproductiva inicial 2 (FRI2) y fase reproductiva avanzada (FRA), de acuerdo a la
presencia y nimero de estructuras vegetativas y reproductivas (Cuadro 1). En este trabajo se
estan describiendo por primera vez las fases fenoldgicas del teocintle Zea mays subsp.

mexicana.

Cuadro 1. Definicién de las fases fenoldgicas del teocintle (Zea mays subsp. mexicana) en una poblacién silvestre
ubicada en Cocotitlan, Edo. de México, 2013.

Fases fenoldgicas

FVI FVA FRI1 FRI2 FRA
. No hijuelos Hijuelos No hijuelos Hiiuelos con Hijuelos
Caracteristicas y no pero no pero <10 | con >10

<10 mazorcas
mazorcas mazorcas mazorcas mazorcas

Evaluacion de la incidencia de Fusarium y Oomycetes asociados a las raices del maiz y
teocintle.

De acuerdo a la curva de fluctuacion de la incidencia de Fusarium y Oomycetes a través
del tiempo en el maiz criollo azul, se observa que estos microorganismos estuvieron presentes
en las raices durante todas las etapas del ciclo fenologico del cultivo, observandose en general
una mayor incidencia de Fusarium que de Oomycetes; presentandose los mayores porcentajes
de incidencia de ambos grupos de organismos en las primeras etapas fenoldgicas de la planta
(Figura 4a).
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Figura 4a. Fluctuaciones de la incidencia de Fusarium y Figura 4b. Fluctuaciones de la incidencia de Fusarium y
Oomycetes de raices de maiz nativo azul a través del Oomycetes de raices de teocintle, a través de
ciclo fenolégico de esta planta. V2-V12: Etapas diferentes etapas fenoldgicas de esta especie
Vegetativas, R1-R5: Etapas Reproductivas y R6: silvestre. FVI: Fase vegetativa inicial, FVA: Fase
Madurez Fisiolégica. Juchitepec, Edo. de México, vegetativa avanzada, FRI; y FRI,: Fase reproductiva
2013. inicial 1 y 2, FRA: Fase reproductiva avanzada.

Cocotitlan, Edo. de México, 2013.

En el caso del teocintle, las fluctuaciones de la incidencia de Fusarium y Oomycetes
(Figura 4b), también muestran que estos organismos estuvieron presentes en todas las fases
fenolodgicas de la poblacion silvestre sin manifestar fuertes cambios en el tiempo; sin embargo,
el nivel de incidencia de los Oomycetes fue mucho menor que el de Fusarium. La comparacién
general grafica del comportamiento de ambos grupos de patdgenos entre maiz y teocintle

(Figuras 4a y 4b), evidencia que la incidencia fue mucho menor en teocintle que en maiz.

Curvas de progreso de la enfermedad (CPE) causada por la incidencia de Fusarium y
Oomycetes en raices de maiz y teocintle.

Las curvas de progreso de la enfermedad (CPE), que muestran el incremento acumulado
de la incidencia ocasionada por Fusarium y Oomycetes en relacion al tiempo de duracion de
la enfermedad (Figura 4), y que se ajustaron a diferentes modelos de crecimiento (Cuadros 2
y 3), permitieron obtener el valor cuantitativo de las tasas de crecimiento (r) de dichas
enfermedades asi como compararlas y determinar sus significancia estadistica (Cuadro 1).

Las CPE de la incidencia de Fusarium y Oomycetes en las raices de maiz y teocintle,
tuvieron un mejor ajuste estadistico al modelo de crecimiento monomolecular, con base en los
diferentes estadisticos que se consideraron (Cuadros 2y 3). En el caso de Fusarium en maiz,
los valores de los estadisticos para el modelo monomolecular fueron: coeficiente de
determinacion R?= 0.97, cuadrado medio del error CME= 0.0014, probabilidad del modelo
Prob>F= 0.0001, valor del intercepto fo= 0.0256 y error estandar del intercepto SBo= 0.0253,
valor de la pendiente pi= 0.0028 y error estandar de la pendiente Sp1 = 0.0001, y el
comportamiento de los residuales fue aceptable. Con respecto a los Oomycetes en maiz, los

valores de los diferentes estadisticos que se consideraron (Cuadro 2), fueron: R?= 0.74, CME=
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0.0030, Prob>F= 0.0057, Intercepto Bo= 0.0908, SBo = 0.0370, pendiente B1= 0.0011, SP1 =
0.0002, y el comportamiento de los residuales fue aceptable. En teocintle, para el caso de la
incidencia de Fusarium los valores de los mejores estadisticos considerados corresponden al
modelo Monomolecular (Cuadro 3), y fueron: R*= 0.73, CME= 0.0281, Prob>F= 0.0634,
Intercepto Bo= 0.2274 y error estandar del intercepto Spo= 0.0990, pendiente 1= 0.0074 y error
estandar de la pendiente Sp1 = 0.0025, y con un comportamiento aceptable de los residuales;
en lo referente a Oomycetes, los mejores estadisticos correspondieron también al modelo
Monomolecular (Cuadro 2) y fueron: R?= 0.69, CME= 0.00004, Prob>F= 0.0804, intercepto
Bo= 0.0124 y error estandar del intercepto SBo= 0.0037, pendiente 1= 0.0002 y error estandar

de la pendiente SB1= 0.00009, y el comportamiento de los residuales fue aceptable.
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Cuadro 2. Estadisticos considerados en el ajuste de la curva epidemiolégica de la incidencia de Fusarium y Oomycetes en maiz criollo azul a los modelos de crecimiento
logistico, monomolecular y Gompertz. La evaluacion de la incidencia se realizé en la localidad de Juchitepec, Edo. de México.

Pat6geno Modelo R? CME Prob>F Bo Spo Prob B1 Sp1 Prob Residuales
Logistico 0.82 0.2408 0.0019 -2.6238 0.3276 0.0002 0.0129 0.0024 0.0019 Aceptable

Fusarium Monomolecular 0.97 0.0014 0.0001 0.0256 0.0253 0.3504 0.0028 0.0001 <0.0001 Aceptable
Gompertz 0.90 0.0302 0.0003 -1.0244 0.1161 0.0001 0.0064 0.0008 0.0003 Aceptable

Logistico 0.52 0.5703 0.0435 -2.7170 0.5043 0.0017 0.0096 0.0037 0.0435 Aceptable

Oomycetes  Monomolecular 0.74 0.0030 0.0057 0.0908 0.0370 0.0495 0.0011 0.0002 0.0057 Aceptable
Gompertz 0.59 0.0663 0.0242 -0.9768 0.1720 0.0013 0.0038 0.0012 0.0242 Aceptable

R2= coeficiente de determinacion, CME= cuadrado medio del error, Prob>F= probabilidad del modelo, So= intercepto, Sfo = error estandar del intercepto, /1= pendiente, Sf1 = error estandar
de la pendiente. En negritas se presentan los valores del modelo que mejor describié la curva de crecimiento.

Cuadro 3. Estadisticos considerados en el ajuste de la curva epidemioldgica de la incidencia de Fusarium y Oomycetes en teocintle a los modelos de crecimiento logistico,
monomolecular y Gompertz. La evaluacion de la incidencia se realizé en la localidad de Cocotitlan, Edo. de México.

Patogeno Modelo R? CME Prob>F Bo SBo Prob B1 Sp1 Prob Residuales

Logistico 0.60 0.562 0.122 -1.547 0.442 0.0395 0.024 0.011 0.1224 Aceptable

Fusarium Monomolecular 0.73 0.0281 0.0634 0.2274 0.0990 0.1053 0.0074 0.0025 0.0634 Aceptable

Gompertz 0.65 0.1487 0.0972 -0.5212 0.2274 0.1058 0.0141 0.0059 0.0972 Aceptable

Logistico 0.58 0.2184 0.1339 -4.4648 0.2756 0.0005 0.0146 0.0071 0.1339 Aceptable

Oomycetes  Monomolecular 0.69 0.00004 0.0804 0.0124 0.0037 0.0459 0.0002 0.00009 0.0804 Aceptable
Gompertz 0.60 0.0114 0.1214 -1.4946 0.0631 0.0002 0.0035 0.0016 0.1214 Aceptable

R2= coeficiente de determinacion, CME= cuadrado medio del error, Prob>F= probabilidad del modelo, o= intercepto, S0 = error estandar del intercepto, f1= pendiente, Sp1 = error estandar
de la pendiente. En negritas se presentan los valores del modelo que mejor describi6 la curva de crecimiento.
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Los resultados anteriores indican que la tasa de crecimiento de la CPE para
Fusarium en teocintle fue la que mayor valor tuvo (rm = 0.0074) (Figura 5), seguida por
la tasa para Fusarium en maiz (rm=0.0028), la tasa para Oomycetes en maiz (rm = 0.0011)
y la tasa mas baja fue la de Oomycetes en teocintle (rm=0.0002) (Cuadro 4). Los valores
méaximos de las tasas (pendientes) de infeccion se alcanzaron en las etapas fenoldgicas

vegetativas tanto en maiz como en teocintle (Figura 5).

100 b)
—8—Fusarium —e—0omycetos

a)

—o—Fusarium  —e—Qomycetos

r=0.0028a

Incidencia
Incidencia

rm=0.0011h
rn=0.0002¢

80
Dias de desarrollo fenclégico (DDF)

0 50 100 150 200 250 0

Dias depués de la siembra (DDS)

Figura 5. Curvas del progreso de la incidencia de Fusarium y Oomycetes en raices de maiz (a) y teocintle
(b) durante su ciclo fenoldgico.

Comparacion estadistica de las tasas de crecimiento de la incidencia causada por
Fusarium y Oomycetes en maiz y teocintle.

El anélisis estadistico de las tasas promedio de crecimiento (r) para las diferentes
CPE causadas por Fusarium y Oomycetes en maiz y teocintle, aplicando el intervalo de
confianza (1.C.) propuesto por Madden (1986) para comparar los parametros

epidemioldgicos, y de acuerdo a la regla de decision (Cuadro 4), se muestra que:

Cuadro 4. Intervalo de Confianza (1.C.) aplicado en la comparacién de las tasas promedio de crecimiento
(r) de laincidencia de Fusarium y Oomycetes en raices de maiz criollo azul y teocintle.

Qrgan]smo Planta I.C. Hipotesis Conclusion
fitopatogeno
Maiz Vs Tasas de crecimiento de Fusarium en
Fusarium L -0.00128 a 0.01048 acepta Ho  maiz y teocintle, son estadisticamente
Teocintle . -
iguales (P= 0.095).
Maiz Vs Tasas de crecimiento de Oomycetes en
Oomycetes .~ -0.000244 a-0.00156 rechaza Hy maiz y teocintle, son estadisticamente
Teocintle . =
diferentes (P= 0.095).
Fusarium Tasas de crecimiento de Fusarium y
VS. Maiz 0.001047 a 0.002353 rechaza Hy Oomycetes en maiz, son
Oomycetes estadisticamente diferentes (P= 0.095).
Fusarium Tasas de crecimiento de Fusarium en
VS, Teocintle ~ 0.00086 a 0.01354 rechaza Hy maiz y teocintle, son estadisticamente
Oomycetes iguales (P=0.095).

I.C. = Intervalo de confianza, Ho = Hipotesis nula de igualdad de parametros epidemiolégicos (r), se rechaza cuando

no incluye a cero.
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Considerando al maiz solo, la tasa promedio de crecimiento de la incidencia de
Fusarium (rv= 0.0028) fue significativamente mayor que la de oomycetes (rm= 0.0011), con
una P= 0.095 (Cuadro 5); en teocintle se presentd el mismo comportamiento, la tasa de
crecimiento de Fusarium (rm= 0.0074) fue estadisticamente mayor que la de Oomycetes (ru=
0.0002) con una significancia de P= 0.095.

Comparando el comportamiento de los patdgenos entre las dos plantas hospedantes
(Cuadro 5), se encontr6 que Fusarium en teocintle presentd una tasa de incremento (Tm=
0.0074) mayor que en maiz (fm= 0.0028), pero estadisticamente no fueron diferentes
significativamente (P= 0.095); mientras que en el caso de Oomycetes la tasa promedio de
crecimiento fue mayor en maiz (fm= 0.0011) que la obtenida en teocintle (tm = 0.0002), y fue

diferente de manera significativa estadisticamente (0.095).

Cuadro 5. Comparacion de las tasas promedio de crecimiento (r) de la incidencia de Fusarium y Oomycetes en
las raices de maiz criollo azul y de teocintle

Patdgeno Maiz Teocintle
Fusarium fiv= 0.00282"" v =0.00742
Oomycetes fm = 0.0011° v = 0.0002¢

** Valores con la misma letra son iguales estadisticamente de manera significativa.

Dinamica temporal de las variables peso seco total y peso seco de raices de maiz y teocintle
en relacion a la dinamica de la incidencia de Fusarium y Oomycetes.

Se observé graficamente que existe cierta relacion negativa entre la incidencia de
Fusarium y Oomycetes con las variables de crecimiento peso seco total (PST) y peso de raices
(PSR) del maiz (Figura 6), por lo que se aplicé un analisis de correlacion utilizando el
coeficiente de correlacion de Pearson para determinar el tipo de relacion existente entre dichas

variables.

54



% incidencia

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

a)

vz V4 Ve V12 R1

Etapas fenolégicas

R3 RS

@
&
5]

R6

——psT

% incidencia

100
90
80
70
80
50
40
30
20
10

PSR

b)

ve V4

V9 V12 R1

Etapas fenoldgicas

R3 R5 R6

<)

Biomasa (g}
P — I3 D
=] o (=1 o
8 8 8 &

I
S

o

v2 V4 Ve V12 R1 R3

Etapas fenologicas

RS R6&

Figura 6. Dindmica temporal de la incidencia de Fusarium y Oomycetes en relacién a las variables de crecimiento
peso seco total de plantas y peso seco de raices en maiz nativo. Juchitepec, Edo. de México, 2013.

Analisis de correlacion de las variables de crecimiento respecto a la incidencia de
Fusarium y Oomycetes en raices de maiz nativo azul.

De acuerdo a los resultados obtenidos con el anélisis de correlaciéon (Cuadro 6), en el
caso del maiz se observa que existe una correlacion negativa entre la incidencia tanto de
Fusarium como de Oomycetes con las variables PST y PSR. En el caso de Fusarium, la
correlacion negativa es muy baja y no significativa (o= -0.33 con PST, y o= 0.28 con PSR);
sin embargo, en el caso de la correlacion entre la dinamica temporal de la incidencia de
Oomycetes y el PST fue de o= - 0.71 (0= 0.04) y con el PSR fue de o= - 0.65 (a= 0.08), es
decir, éstas fueron significativas estadisticamente y mas altas que las obtenidas con Fusarium
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Analisis de correlacion entre las variables de crecimiento y la incidencia de Fusarium y Oomycetes en
raices de maiz nativo azul

Variables Oomycetes
PST Q? -0.3347 P -0.7133
Prob >[r]° 0.4176 Prob >[r] 0.0470
PSR P -0.2766 P -0.6480
Prob >[r] 0.5072 Prob >[r] 0.0823

a Coeficiente de correlacion de Pearson, ® Probabilidad, PST= Peso seco total, PSR= Peso seco de raices.

En el caso del teocintle, también se observd graficamente una posible relacion entre la

incidencia de Fusarium y Oomycetes con las variables de crecimiento PST y PSR (Figura 7),

55



por lo que también se aplico un andlisis de correlacion utilizando el coeficiente de correlacién

de Pearson para determinar el tipo y nivel de relacién existente entre las variables mencionadas.
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Figura 7. Dindmica temporal de la incidencia de Fusarium y Oomycetes en relacién a las variables de crecimiento
peso seco total de plantas, peso seco de raices y nimero de hijuelos en teocintle. Cocotitlan, Edo. de
México, 2013.

Anélisis de correlacion de las variables de crecimiento respecto a la incidencia de
Fusarium y Oomycetes en teocintle

Los resultados obtenidos muestran que existe una correlacién positiva alta y
significativa estadisticamente entre el comportamiento temporal de la incidencia de Fusarium
con la variables de crecimiento del teocintle PST (0= 0.87), PSR (0= 0.89) y nimero de hijuelos
(NH) (o= 0.84); mientras que en el caso de la dinamica temporal de los oomycetes en relacion
con PST (p=-0.02), PSR (p=-0.003) y NH (o= -0.20) la correlacion siempre fue negativa, muy

baja y no significativa estadisticamente (Cuadro 7).

Cuadro 7. Anélisis de correlacion entre las variables de crecimiento y la incidencia de Fusarium y Oomycetes en
raices de teocintle.

Variables Fusarium Oomycetes
PST o 0.86801 P -0.0226
Prob >[r]° 0.0564 Prob >[r] 0.9711
PSR P 0.89475 P -0.0033
Prob >[r] 0.0403 Prob >[r] 0.9958
NH P 0.83820 P -0.2021
Prob >[r] 0.0762 Prob >[r] -0.7444

a Coeficiente de correlacion de Pearson, ° Probabilidad, PST= Peso seco total de plantas, PSR= Peso seco de raices y NH=
NUmero de hijuelos.
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Severidad del dafio causado por pudriciones y necrosamientos en raices de maiz y de
teocintle.
Este aspecto sélo se visualizo y registro a través de fotografias tomadas al sistema

radicular de las plantas muestreadas de maiz y de teocintle; pero no se definié ninguna escala
de severidad. Sin embargo, fue posible detectar dafio causado por pudriciones y necrosamientos
en las raices de todas las plantas de maiz tanto en las etapas fenoldgicas vegetativas (V2)
(Figura 8) como en las reproductivas (R3) (Figura 9). De igual forma, en el teocintle se
encontraron dafios por pudriciones y necrosamientos en raices de plantas en etapas vegetativas

y reproductivas (Figura 10).

Figura 8. Niveles de severidad de dafio por pudriciones y necrosamientos radiculares en plantas de maiz nativo
azul tomadas en la etapa vegetativa V2.

0571142013 2SS

Figura 9. Niveles de severidad de dafio por pudriciones radiculares en plantas de maiz nativo azul tomadas en la
etapa reproductiva R3.
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Todas las plantas de teocintle (Figura 10a) mostraron en todas las etapas vegetativas
raices S (Figura 10c), CC (Figura 10e), CR (Figura 10c) y NP (Figura 10b), ademas de
numerosas raices GSyL (Figura 10d) que se incrementaron en las etapas reproductivas; debe
sefialarse que en teocintle las raices sanas fueron escasas.

En este trabajo, se ha intentado comparar el dafio causado por Fusarium en las raices
de maiz y teocintle; sin embargo, debe indicarse que hay especies de Fusarium que si causan
un grave dafo; pero otras actian como endofitos de las plantas, mientras que algunas mas
funcionan como antagonistas a fitopatdgenos, y atn cuando todas ellas entran a la raiz y causan
algln tipo de sintoma (cambio de color y textura) en las raices, es imposible diferenciar por
simple observacidn de las raices cual especie de Fusarium esta causando qué sintoma. Por otra
parte, éste es un trabajo de investigacion que se ha realizado bajo condiciones naturales, y aln
cuando Fusarium fue el organismo que se encontré con mas frecuencia, es muy probable que
otros organismos patdgenos, oomycetes entre ellos (aun no publicado), también participen en
los sintomas observados en las raices.

Es importante sefialar que la presencia de raices grises, secas y lefiosas en teocintle, no
debe considerarse necesariamente como resultado del dafio por patégenos de las raices, en este
caso por Fusarium, pues existe la posibilidad de que este necrosamiento sea un proceso natural
del envejecimiento del sistema radicular, ya que fueron las plantas de mayor edad fenoldgica
las que presentaron mayor volumen de raices GSyL. La evaluacion de la incidencia, infeccién
y severidad del dafio causados por organismos patdgenos en las raices no es una tarea facil, y
aun es necesario desarrollar metodologias y herramientas para su medicion precisa y objetiva,

apoyandose en las técnicas metagendémicas y la digitalizacion de imégenes.
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Figura 10. Severidad del dafio por pudriciones y necrosamientos en el sistema radicular de plantas de teocintle
en diferentes etapas fenoldgicas. Cocotitlan, Edo. de México, 2013. b) Fase vegetativa inicial, c) fase
vegetativa avanzada, d) fase reproductiva inicial 2, e) fase reproductiva avanzada. S: raices sanas; CC:
raices café claras; CR: raices café rojizas; NP: raices negras con total pudricion; GSyL.: raices grises,
secas, con textura lefiosa. Cocotitlan, Edo. de México. 2013.

Especies de Fusarium aisladas de raices de maiz y teocintle
La caracterizacién molecular y taxonémica de los aislamientos de Fusarium obtenidos
de las raices, indican que F. fujikuroi Nirenberg y F. oxysporum Schlecht son las especies

asociadas a las raices tanto de maiz como de teocintle (Villa-Delgado et al., ain no publicado).

Severidad del dafio causado por Fusarium ssp., en mazorcas de maiz

El indice de dafio medio (I.D.) causado por Fusarium en las mazorcas de maiz en la
parcela fue de fue 1.D.= 52.6 %, de acuerdo a la ecuacion propuesta por Parry (1990).

La escala de severidad aplicada estuvo conformada por 10 clases, lo que permitio
describir de manera mas precisa el grado de infeccion y dafio causado por Fusarium spp., en
las mazorcas de maiz nativo “azul” (Figura 11), y ayud6 a definir que el grado de dafio o
severidad present6 una tendencia a la distribucion normal. Del total de las mazorcas evaluadas,
el 43% estuvo dentro de las clases intermedias de dafio 5 y 6, mientras que solo el 3.4% de las
mazorcas no mostrd dafio alguno (clase 1) y el 1.2% de las mazorcas mostré un 100% de dafio
(clase 10) (Figura 12).
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Figura 11. Escala de severidad de los niveles de dafio causados por Fusarium spp., en mazorcas de maiz nativo
“azul”, en Juchitepec, Edo. de México, 2013. Los niveles de dafios fueron: a) clase 1: 0% (sin dafio
aparente), b) clase 2: 1-3%, c) clase 3: 4-12%, d) clase 4: 13-25%, €) clase 5: 26-35%, f) clase 6: 36-
55%, g) clase 7: 56-80%, h) clase 8: 81-95%, i) clase 9: 96-98% vy j) clase 10: 100% dafio.
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Figura 12. Distribucion de la frecuencia del grado de severidad causado por Fusarium ssp., en las mazorcas de
maiz nativo “azul”, cosechadas en una parcela comercial de Juchitepec, Edo. de México. 2013.

Fusarium en semillas de maiz y teocintle

Los resultados de la caracterizacién molecular indicaron que Fusarium verticillioides
(Sacc.) y F. fujikuroi Nirenberg (Cuadro 8) con un porcentaje de identidad entre 99 y 100%,
son las especies de Fusarium asociadas a las semillas sintomaticas y asintomaticas de mazorcas

de maiz y semillas asintomaticas de teocintle.

Cuadro 8. Especies de Fusarium aisladas de semillas de maiz nativo azul y de teocintle, caracterizadas
molecularmente utilizando los iniciadores 1TS-4 e ITS-5.

Procedencia del . . Identificacién basada en % de
. - Hospedante Aislamiento . . -

Aislamiento la secuencia identidad

Semillas 1 F. verticillioides 100

asintomaticas 2 F. verticillioides 99.8

. . 1 F. verticillioides 100

Ma

Smst%ﬂ';'t"’i‘zas 'z 2 F. fujikuroi 100

3 F. fujikuroi 100

Semillas 1 F. verticillioides 100

. L Teocintle 2 F. fujikuroi 100

asintomaticas 3 F. fujikuroi 100

La infeccidn por Fusarium en todas las semillas de maiz (Figura 13a y 13b) y teocintle
(Figura 13c y 13d) que se sembraron en medio de cultivo PDA, indica que al menos en el caso
del teocintle y considerando que en todas las semillas crecieron colonias de Fusarium, y a pesar
de que si germinaron, el desarrollo del hipocotilo fue pobre y totalmente cubierto por micelio
del hongo (Figura 13c y 13d), es probable que este patdgeno tenga un efecto importante en la

reproduccién y sobrevivencia del teocintle.
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Figura 13. Colonias de Fusarium asociadas a las semillas asintomaticas y sintomaticas de maiz en Juchitepec, y
asintomaticas de teocintle en Cocotitlan, Edo. de México. 2013.

Por otra parte, en este trabajo se encontré que F. fujikuroi Nirenberg y F. oxysporum
Schlecht fueron las especies asociadas a las raices tanto de maiz como de teocintle, mientras
que F. verticillioides (Sacc.) y F. fujikuroi Nirenberg se aislaron de las semillas de ambas
especies (Figura 13 y 14). Estos datos indican que ambas especies de plantas comparten las
mismas especies de Fusarium en las raices y en las semillas (Figura 14). Sin embargo, en ambas
especies se aislo a F. oxysporum sélo de raices y a F. verticillioides s6lo se le encontrd en las

semillas, mientras que F. fujikuroi se aislé tanto de raices como de semillas.

Teocintle

F. verticillioides

n F. verticillioides

$ F. fujikuroi

F. oxysporum
F. oxysporum \%\ F. fujikuroi

Figura 14. Especies de Fusarium asociadas a las raices y semillas de maiz y teocintle

Evaluacion de la produccion
Maiz. Los valores aplicados en las ecuaciones para estimar la produccion, de acuerdo a los

datos de la parcela de maiz nativo “azul” evaluada en este trabajo se presentan en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Valores promedio de las variables de produccion, utilizados en la estimacidn de la produccion en maiz
nativo azul, en una parcela comercial en Juchitepec, Edo. de México. 2013.

Abreviacion Descripcion Valor
Spp Surcos por parcela 54
Pps Plantas por surco + 104
Mpp Mazorcas promedio por planta 1
Ppm Peso promedio de mazorca 140 g
Ntm Numero total de mazorcas 5616

La produccion de maiz estimada en la parcela de maiz fue de 0.786 toneladas en una
superficie aproximada de 2,432 m?. Estos datos se extrapolaron para obtener la produccion en
toneladas por hectarea, por lo que el resultado indica que la produccion fue equivalente a 3.27
thal.

Hay discrepancias en cuanto a los rendimientos por hectarea que se pueden obtener en
cultivos de maiz azul. En zonas sin riego se obtienen rendimientos que van de 1.02 a 3.36 t ha-
! (Johnson y Jha, 1993), y bajo condiciones de fertilizacion y riego de acuerdo a Antonio et al.
(2004), el rendimiento de grano en variedades de maiz azul raza Chalquefio en el Edo. de
México variade 2.9 a 5.4 t ha'™. Por otra parte, Arellano et al. (2003), evaluaron el rendimiento
de 100 variedades de maices criollos (88-color azul y 12-color rojo) en los estados de Puebla
y Tlaxcala bajo condiciones de temporal y fertilizacién y en el Edo. de México con la aplicacion
de 3 riegos y fertilizacion; teniendo rendimientos entre variedades de 5.6 a 6.6 t ha'; pero las
variedades de mejor respuesta y bajo las mejores condiciones ambientales se lograron en el

estado de Puebla, con rendimientos entre 8.7 a 10.5 t ha™.

Teocintle. En funcion de las cinco fases fenoldgicas que se definieron para la poblacion de
teocintle, y debido a que se desconocia el comportamiento de esta especie, en las plantas
seleccionadas y extraidas que se encontraban en las tres fases reproductivas establecidas FRI1,
FRI2 y FRA se cuantificd el nimero de mazorcas en los tallos principales y en los hijuelos; sin
embargo, y por cuestiones de tiempo de la investigacién, no se evalto directamente en plantas
creciendo aun en el campo, a las mazorcas totalmente maduras, por lo que s6lo se presenta una

estimacion de la produccion de esta poblacion silvestre de teocintle (Cuadro 10).

Cuadro 10. Namero de plantas de teocintle (Zea mays subsp. mexicana) con su respectivo namero de hijuelos y
mazorcas en las diferentes fases fenoloticas halladas en la poblacion silvestre ubicada en Cocotitlan, Edo.
de México, 2013.

Fases FVi FVA FRI'1 FRI 2 FRA
No. mazorcas 0 0 140 49 222
No. Hijuelos 0 11 0 19 69
No. Plantas 12 2 30 8 8
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DISCUSION

En este trabajo, en el que se aplicaron meétodos tradicionales utilizando medios de
cultivo semiselectivos para la deteccion y aislamiento de los diferentes hongos extraidos de las
raices de maiz y de teocintle, y caracterizados molecularmente, sélo se obtuvo a las especies
de Fusarium tales como F. oxysporum Schlecht y F. fujikuroi Nirenberg. Roncero et al. (2003)
mencionan que el género Fusarium contiene un nimero de especies que son transmitidas por
el suelo y en ocasiones puede estar asociado a las pudriciones de raiz y tallos de muchas plantas
(Hernandez-Delgado et al., 2007). Agrios (2005) sefiala que el in6culo de Fusarium también
puede encontrarse presente en los residuos vegetales, semillas, trasplantes u otros 6rganos de
propagacion; sin embargo, no hay datos sobre la densidad de in6culo de especies especificas
de Fusarium en el suelo y sobre la importancia que el inéculo en el suelo tiene para las
infecciones en la parte aérea del maiz.

En la mayoria de los organismos fitopatogenos, el inéculo llega a las plantas
hospedantes a través del viento, agua o insectos. Cabe mencionar que en el Edo. México, en la
region de Chalco, los productores siembran principalmente maices criollos, los cuales a pesar
de que son fuertemente afectados por las pudriciones causadas por varias especies de Fusarium,
no se trabajan con buenas practicas agricolas para el manejo del cultivo, provocando niveles
elevados de dafio e indculo en las mazorcas del cultivo. Debido a que los agricultores se rigen
por el precio del grano para definir el grado de manejo que le dan a su cultivo, si el precio es
muy bajo, el productor prefiere abandonar la parcela, quedando como una peligrosa fuente de
indculo para ciclos posteriores o cultivos colindantes.

Por otra parte, los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion indicaron que
la incidencia de Fusarium fue muy similar en maiz y en teocintle, mientras que en el caso de
los Oomycetes la incidencia fue mayor en maiz que en teocintle. EIl hecho de que ambos grupos
de organismos, Fusarium y Oomycetes hayan tenido la mayor incidencia en el cultivo de maiz
en comparacion con el teocintle, Ileva a considerar cuél o cuales factores estan involucrados en
este comportamiento y si son factores de resistencia genética en el teocintle, o bien se debe a
la actividad reguladora de diferentes microorganismos presentes en el suelo y en la rizosfera
de esas especies.

De acuerdo a Garcia (2010), las enfermedades con origen en el suelo, son el resultado
de mdltiples y complejas interacciones que se establecen en el tetraedro de la enfermedad; en
la que el hombre es un poderoso modificador del ambiente, el hospedante y el patdgeno, esto
implica que son las actividades humanas las que mantienen el balance productivo del sistema

0 las que causan los desbalances y la pérdida en productividad.
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De acuerdo a los resultados obtenidos del analisis de correlacion se logro definir que
existe cierta relacion entre las variables de crecimiento respecto a la dindmica temporal de la
incidencia de Fusarium y Oomycetes. Para el caso de maiz, existe una relacion negativa
significativa entre las variables de crecimiento y la incidencia de Fusarium, lo que indica que
a mayor incidencia de este hongo, la produccién de biomasa es afectada considerablemente
ocurriendo lo mismo para el caso de los Oomycetes en maiz. En el caso del teocintle, la
relacion que existe entre la incidencia de Fusarium y las variables de crecimiento resulto ser
positiva, lo que indica que probablemente la interaccién que existe entre las especies asociadas
a las raices de teocintle no estén causando algin efecto negativo en la planta, y en los
Oomycetes se observd que la relacién que existe entre los Oomycetes y las variables de

crecimiento si pudieran tener un efecto negativo en el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Severidad de Fusarium en mazorcas de maiz y teocintle.

Fusarium causa dos enfermedades distintas en las mazorcas de maiz, la pudricién rosa
por especies de Fusarium y la pudricién roja por el complejo de Gibberella fujikuroi
(Munkvold, 2003). Se han determinado diferentes escalas de severidad para evaluar la
pudricion de la mazorca por Fusarium; Mendoza et al., 2003 determinaron la severidad del
dafio causado por F. moniliforme en mazorcas, utilizando la escala propuesta por De Ledn
(1997) con cinco clases, donde 1= mazorcas sanas, 2= mazorcas con 10% de granos afectados,
3= mazorcas con 10-25%, 4= mazorcas con el 26-50% y 5= mazorcas con mas del 50% de
granos afectados, asi mismo en 2011, Rivas-Valencia et al., evaluaron la severidad de
Fusarium en mazorcas de hibridos de maiz y utilizaron una escala con seis clases 0 = sana, 1
=1-10%, 2 =11-25%, 3=26—-50%, 4=51-75% y5 =76 —100%, mientras que Briones-
Reyes et al.,(2015) determinaron visualmente la severidad en mazorcas de maices nativos,
haciendo una modificacién a la escala usada por De Ledn y Pandey (1989) teniendo 5 clases:
1= 0-20%, 2= 21-40%, 3= 41-60%, 4= 61-80% y 5= 81-100%. En el estudio realizado aqui,
se decidi6 definir, en base a la observacion visual del nivel de dafio en las mazorcas, una escala
con 10 clases de severidad, donde: 1= 0% (sin dafio aparente), 2= 1-3%, 3= 4-12%, 4= 13-
25%, 5= 26-35%, 6= 36-55%, 7= 56-80%, 8= 81-95%, 9= 96-98% y 10= 100%, lo que
facilitd tener mayor precision y claridad en la deteccion de los dafios; sin embargo, debe
mencionarse que las escalas de severidad, sobre todo la definicion de los niveles o clases de
dafio pueden ser subjetivos y estan en funcion de los objetivos especificos que se persiguen en

los trabajos de investigacion.
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El agente causal mas importante de la pudricion de la mazorca en maiz es F.
verticillioides (Saccardo) Nirenberg (sin. F. moniliforme), pero F. subglutinans y F.
proliferatum también se han encontrado (Munkvold, 2003). En este trabajo, los aislamientos
obtenidos de las semillas asintomaticas y sintomaticas de maiz y semillas de teocintle y de
acuerdo a los resultados de la caracterizacion molecular, fueron F. verticillioides y F. fujikuroi
Nirenberg las especies encontradas en las semillas de maiz y teocintle.

Para el caso de maiz, se han hecho diferentes trabajos con F. verticilloides, relacionados
con la pudricién de la mazorca o granos de maiz (Peiretti-Uzal et al., 2007, Briones-Reyes,
2007, Duncan y Howard, 2010, Garcia-Aguirre y Martinez-Flores, 2010, Rivas-Valencia et al.,
2011, Briones-Reyes et al., 2015), la pudricion del tallo (Mendoza et al., 2006, Figueroa-Rivera
et al., 2010, Sainz et al., 2012) y la pigmentacion que este hongo produce como un factor de
virulencia en plantulas de maiz (Solano-Baez et al., 2010).

F. verticillioides es el patdgeno méas comun de maiz, y también es uno de los hongos
méas comunes que se encuentran colonizando semillas asintométicas de maiz y teosinte
(Desjardins et al., 2000; Munkvold y Desjardins, 1997). En 2005, Desjardins y colaboradores
determinaron la sensibilidad a la fumonisina producida por este hongo en semillas de maiz y
teocintle, teniendo como resultado que el 76% de las muestras de Z. mays fueron
moderadamente o altamente sensible a FB1 (EDso< 30uM), y también las especies de teocintle
el anual mexicano (Zea may sssp. mexicana (Schrader) Iltis and Doebley y el anual del balsas
(Z. mays ssp.parviglumis) fueron muy sensibles (EDso=10-15uM), lo que indica que la

sensibilidad a FB1 es probable que sea un rasgo ancestral en Z. mays.

Evaluacion del rendimiento y estimacion de pérdidas causadas por Fusarium ssp., en
mazorcas de maiz

La produccion estimada en la parcela de maiz fue equivalente a 3.27 tha™*. Por lo tanto,
al comparar los rendimientos obtenidos por Johnson y Jha (1993) con los obtenidos en este
trabajo de investigacion, existe una diferencia en la produccién de 2.68% menor a lo obtenido
por dicho autor; y una diferencia del 39.45% menor en comparacion con lo obtenido por
Antonio et al. (2004). Por otra parte, de acuerdo a lo reportado por Arellano et al. (2003)
tomando como referencia el rendimiento obtenido entre variedades; en este trabajo de
investigacién las diferencias en la produccién fueron del 50.46%, y del 68.86% menores
comparado a los rendimientos obtenidos por este mismo autor bajo las mejores condiciones

ambientales.
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En los ultimos afios, la pudricion de la mazorca por Fusarium es una enfermedad que
ocasiona pérdidas en el rendimiento en todos los paises donde se cultiva el maiz (Vigier et al.,
1997). En paises en desarrollo esta enfermedad afecta mas del 40% de la superficie sembrada
(Claure, 2001. Citado por Morales-Rodriguez, 2007). En México, las pérdidas del rendimiento
causadas por las enfermedades del maiz oscila entre 7.5 y 38.0% (Castafion y Latournerie,
2004; Moran et al., 1993). En la region de Chalco, en el Estado de México, la pudricion de la
mazorca por Fusarium afecta la produccion en un 30 a 50% en variedades criollas, segln
estimaciones de los productores de la zona (Briones-Reyes, 2007), mientras que las pérdidas
obtenidas en este trabajo de investigacion oscilan entre el 39.45% y el 68.86% en maiz nativo
azul raza Chalquefio.

En la mayoria de los trabajos que se llevan a cabo en Fitopatologia se realizan muestreos
y aislamientos de fitopatdgenos especificos en tiempos o etapas también especificas del cultivo,
pues se sabe que hay etapas fenoldgicas de las plantas que resultan mas susceptibles al ataque
de los organismos patdgenos que otras; sin embargo, los estudios epidemioldgicos sobre el
comportamiento temporal de las enfermedades y de sus componentes: planta hospedante,
patdgeno y condiciones ambientales, permiten obtener un conocimiento mas preciso y amplio
sobre los cambios que hay en la incidencia y grado de infeccidn causada por los fitopatdgenos
a lo largo del desarrollo fenolégico de la planta hospedante, o bien, a lo largo del cultivo. Es
en este sentido que los resultados obtenidos en este trabajo muestran que organismos asociados
a las raices como son los hongos pertenecientes a algunas especies del género Fusarium y los
ubicados como Oomycetes (Phytophthora y Pythium) se encuentran presentes a lo largo de
todo el ciclo de vida del maiz y de su ancestro silvestre el teocintle, al menos en las localidades
en donde se llevd a cabo este estudio. Pero tienen una dindmica temporal distinta, ya que
mientras en el maiz las mayores incidencias de ambos grupos de patdgenos se presentaron en
las etapas vegetativas, en el teocintle se mantienen estables a lo largo del ciclo de vida; este
comportamiento en el maiz es posible tenga un efecto negativo en su produccién final, ain
cuando no se cuenta con datos especificos al respecto ni a nivel comercial ni a nivel
experimental. Por otra parte, resalta el hecho de que los niveles de incidencia de Fusarium en
ambas especies de plantas fueron significativamente mas elevadas que el de los Oomycetes,
con lo cual surgen varias preguntas, entre ellas: ;Cudl es el papel que realmente tienen estos
organismos en el microambiente de la rizésfera y dentro de las raices en la poblacion silvestre
del teocintle? ;Son todas las especies de Fusarium y los Oomycetes patdgenos de las raices, o
quiza algunas actian como endofitos a sus hospedantes, 0 como antagonistas a otros

patogenos? Se sabe que Fusarium es una organismo cosmopolita habitante del suelo, y que
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tiene una elevada capacidad saprofitica que le ayuda a permanecer por largo tiempo en el suelo,
permitiéndole contar con una alta densidad de indéculo, la cual bajo condiciones de
desequilibrio como sucede en los sistemas agricolas representa una peligrosa fuente de indculo
e infeccion.

Por lo anterior, es necesario llevar a cabo mas estudios sobre los hongos patégenos de
las raices tanto en maiz como en teocintle y establecer diferentes experimentos que ayuden a
dilucidar la importancia que tienen tales fitopatdgenos en la reproduccion y conservacion, del
ancestro silvestre teocintle, el cual sabemos se encuentra en peligro de extincion debido a los

cambios en el uso del suelo.
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CONCLUSIONES
Las especies de Fusarium F. oxysporum Schlecht y F. fujikuroi Nirenberg, y algunos
Oomycetes fueron los méas frecuentemente encontrados asociados a las raices de maiz criollo

azul y su ancestro silvestre teocintle.

Tanto en maiz como en teocintle, la incidencia de Fusarium siempre fue mayor que los
Oomycetes; sin embargo, la incidencia por hongos fitopatégenos fue menor en teocintle que

en maiz.

Los organismos Fusarium y Oomycetes se encontraron asociados a las raices del maiz
y de su ancestro teocintle a lo largo de todo su ciclo de vida, participando de manera importante

con dafios causados por marchitez y necrosamiento.

A la cosecha del maiz, se halld6 una elevada incidencia y severidad causada por

Fusarium ssp., en las mazorcas; pero no en Teocintle.

Datos preliminares indican que ain en semillas asintomaticas de maiz y de teocintle es

posible aislar a especies de Fusarium.

Las plantas de maiz afectadas por Fusarium tanto en la parte aérea como en las raices,
representan una fuente de in6culo de alto riesgo para la contaminacion de otros cultivos y del
mismo maiz, sobre todo cuando las parcelas son mal manejadas o abandonadas por el

agricultor.

Todas las plantas muestreadas de la poblacién de teocintle, mostraron sobre todo en las

etapas fenoldgicas mas avanzadas, fuertes dafios por necrosamiento y marchitez en las raices.

Para definir el papel e importancia que tienen Fusarium y los Oomycetes en las
poblaciones silvestres del ancestro teocintle deberan llevarse a cabo estudios por varios afos
en diferentes regiones geogréficas bajo condiciones naturales como en experimentos

controlados.
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CAPITULO HII.
IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE
ESPECIES DE Fusarium ASOCIADAS A LAS RAICES DEL MAIZ CRIOLLO
“AZUL” (Zea mays raza Chalco) Y DEL TEOCINTLE (Zea mays subsp. mexicana).

RESUMEN

La identificacion precisa de hongos fitopatdgenos es esencial para practicamente todos los
aspectos en Fitopatologia. En la actualidad las técnicas moleculares permiten la identificacion
y caracterizacion exacta de los organismos, entre ellos los hongos fitopatdgenos, y ello ha
contribuido a enriquecer el conocimiento sobre las diferentes asociaciones que se establecen
entre las plantas y los microorganismos como son hongos, bacterias, actinomicetos y otros,
tanto benéficos como patogenos. El estudio e identificacién de organismos fitopatégenos de
las raices en plantas de poblaciones silvestres pocas veces se ha llevado a cabo, ain en aquéllas
que son ancestros de importantes plantas cultivadas como es el teocintle del maiz. Por lo
anterior, el objetivo de este trabajo fue aislar, identificar y caracterizar morfoldgica y
molecularmente a las especies de Fusarium ssp., obtenidas de las raices de plantas de maiz
criollo “azul” y de teocintle a lo largo de su fenologia. Los aislamientos de Fusarium de las
raices, se obtuvieron usando medios de cultivo semiselectivos. De los 78 aislamientos totales
de Fusarium obtenidos en raices de maiz y teocintle a lo largo de su desarrollo, se seleccionaron
17 por sus caracteristicas morfoldgicas y por su frecuencia de aislamiento; a partir de cultivos
monoconidiales se llevo a cabo su caracterizacion morfologica y molecular, llevando a cabo la
extraccion de ADN mediante una PCR vy utilizando los iniciadores 1TS-4 e ITS-5, lo cual
permitio determinar que las especies obtenidas son F. fujikuroi Nirenberg., y F. oxysporum
Schlecht con un porcentaje de identidad de 99 a 100%. La identificacion morfoldgica de las
especies de Fusarium se logro principalmente con base en la formacién y dimensiones de
microconidios, macroconidios y clamidosporas. Las caracteristicas morfologicas observadas
en los aislamientos de F. fujikuroi fueron: a) microconidios abundantes de una sola célula y de
forma ovalada, con un tamario de 6-12 x 2.5-3.5um (largo x ancho), con monofialides; b) los
macroconidios fueron escasos, observandose mejor en el medio de CLA; ligeramente falcados,
usualmente con 3 septos y tamarfio de 27-58 x 3-5.0um; en los medios de cultivo CLA, SNA'y
SA no se observo la presencia de clamidosporas. Respecto a F. oxysporum se observaron: a)
microconidios abundantes de forma ovalada, midiendo 5-12 x 2.3-3.5 um; b) macroconidios
abundantes, falcados, con paredes delgadas, ambos lados casi rectos, célula basal en forma de
pie, generalmente con 3 septos, con un tamafio de 25-48 x 3-4.5 um; c¢) clamidosporas
abundantes, solitarias, en pareja 0 en cadena corta, de paredes lisas y tamafio de 5-12 um. Se
concluye que en las raices del maiz criollo “azul” y su ancestro silvestre “teocintle”, se
encontraron asociadas las dos mismas especies de Fusarium: F. oxysporum y F. fujikuroi.

Palabras claves: Ancestro silvestre, maiz, teocintle, patdgenos de las raices, F. oxysporum, F.
fujikuroi.
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INTRODUCCION

El género Fusarium fue descrito por Link in 1809 (Leslie y Summerell, 2006). Es un
género heterogéneo que incluye especies muy diferentes con respecto a sus caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas (Nelson et al., 1983). Este género incluye una amplia diversidad
de especies; Nelson et al., (1983) describen 30 especies; Leslie y Summerell (2006) describen
70 especies; sin embargo, en el trabajo realizado por Ma et al. (2013), sobre la filogenia y
gendmica de la patogénesis de Fusarium, estos autores describen 20 complejos de especies,
cada uno de los cuales incluye a su vez varias especies.

Se sabe que Fusarium es un hongo habitante comdn de los suelos del mundo, posee
una importante capacidad saprofitica que le permite sobrevivir alimentandose de residuos
vegetales (Munkvold y Desjardins, 1997; Agrios, 2005), y también por mucho tiempo ha sido
conocido como importante patogeno de una gran diversidad de plantas (De Ledn, 1984; White,
1999; Roncero et al., 2003). Algunas especies del género Fusarium producen diversos
metabolitos toxicos, cominmente llamadas micotoxinas, que pueden contaminar los alimentos
derivados de las plantas infectadas, asi como causar fuertes problemas de salud al hombre y a
los animales que se alimentan de tales plantas (Moss, 2002).

Entre las plantas fuertemente afectadas por varias especies de Fusarium esta el maiz
(Zea mays L.); se sabe que algunas de estas especies causan fuertes dafios en la mazorca
(Peiretti-Uzal et al., 2007; Briones-Reyes, 2007; Rivas-Valencia et al., 2011; Briones-Reyes et
al., 2015) y severas pudriciones en la base del tallo (Mendoza et al., 2006; Figueroa-Rivera et
al., 2010; Sainz et al., 2012). Sin embargo, se tiene escasa informacion de las especies que
infectan y dafian a las raices de este cultivo. White (1999) menciona a F. oxysporumy F. solani
como las especies comunmente observadas causando podredumbres de las raices de esta planta;
sin embargo también sefiala que las enfermedades ocasionadas por patdgenos del suelo en las
raices del maiz han sido poco estudiadas a nivel mundial.

Por otra parte, de Lange et al. (2014), sefialan la necesidad de estudiar a las especies de
teocintle y a sus plagas y enfermedades con el objeto de identificar caracteres de resistencia
que puedan servir para mejorar al maiz, sobre todo considerando que los teocintles se
encuentran en peligro de extinguirse.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue aislar, identificar y caracterizar morfologica
y molecularmente a las especies de Fusarium ssp., obtenidas de las raices de plantas de maiz

criollo “azul” y de teocintle durante su desarrollo fenoldgico.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y purificacion de especies de Fusarium asociadas a las raices de maiz y
teocintle en medios de cultivo semiselectivos.

Los aislamientos de Fusarium se obtuvieron de muestras de raices de maiz criollo ‘azul’
sembrado en una parcela comercial en Juchitepec, Edo. de México, y de raices de plantas de
teocintle en una poblacion silvestre localizada en Cocotitlan, Edo. de México. Las raices de
ambas especies se colectaron a través de diferentes etapas fenoldgicas durante el ciclo 2013;
de cada una de las plantas muestreadas se extrajo completamente el sistema radical y una vez
lavado perfectamente con agua corriente, se cortaron pequefios porciones de raicecillas
mostrando dafio por marchitez y/o necrosamiento; éstos trocitos de raices se desinfestaron con
Hipoclorito de Sodio al 1.0% durante un minuto, posteriormente se les aplicé un triple lavado
con agua destilada estéril y se les quitd el exceso de humedad con toallas de papel esterilizadas,
permitiendo que se secaran completamente a temperatura ambiente en la camara de
transferencia. Posteriormente se sembraron 10 trocitos de raices por planta muestreada y se
colocaron en una caja de Petri con medio PDA vy 10 trocitos en medio de Kerr (Kerr, 1962),
éstas cajas se colocaron dentro de una estufa de incubacion a 27°C y bajo condiciones de
oscuridad. Las cajas con raices se mantuvieron bajo observacion, y una vez iniciado el
crecimiento de las colonias (3 a 4 dias después de la siembra), se empez6 a hacer la
cuantificacion del numero de colonias por trocito que presentaba el crecimiento y
caracteristicas morfoldgicas tipicas de Fusarium.

Los aislamientos puros se obtuvieron tomando parte del micelio de Fusarium crecidos
de las raices de maiz y teocintle, y transfiriendo nuevamente a cajas de Petri con medio PDA.
De los 78 aislamientos totales de Fusarium, se seleccionaron 8 para maiz y 9 para teocintle, en
ambos casos de acuerdo a la morfologia y coloracion de la colonia. Debe mencionarse que
también se considerd importante aislar cinco colonias de Trichoderma ssp., que crecieron de

las raices de teocintle, durante el periodo de evaluacion.

Cultivos monoconidiales

De las cepas de Fusarium seleccionadas y de los aislamientos de Trichoderma, y con
el proposito de obtener aislamientos puros, se tomé cuidadosamente con una aguja de diseccion
un trocito de medio de cultivo con gran cantidad de conidios (vistos con anterioridad en un
microscopio 6ptico) y bajo la lupa de un microscopio estereoscopio (Reichert scientific Instruments)

en una caja Petri con medio PDA se agreg6 una ligera pelicula de agua destilada estéril y en
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forma de punciones se colocé el trocito de medio para liberar los conidios y con un triangulo
de vidrio previamente estéril, se dispersaron los conidios sobre la caja, dejando reposar 30
segundos para favorecer que los conidios se fijaran en el medio; después se decanto el agua;
las cajas se escurrieron sobre sanitas estériles, fueron selladas, rotulas e incubadas a 26°C por
+12 horas en oscuridad. Transcurrido el tiempo, las cajas se observaron en el microscopio
estereoscopio para ubicar los conidios germinados, transfiriendo 5 conidios a cajas Petri con
PDA e incubandolas a 26°C por 7 dias.

Caracterizaciéon molecular de especies de Fusarium asociadas a las raices de maiz y
teocintle

La caracterizacion molecular se realizd en el Laboratorio de Diagnéstico de
Fitopatologia (LADIFIT), ubicado en el Instituto de Fitosanidad del Colegio de Postgraduados
— Campus Montecillo.

Incremento de in6culo para extraccion de ADN

De las 17 cepas puras de Fusarium y las 5 cepas de Trichoderma, se tomaron muestras
de micelio y se transfirieron por duplicado a cajas de Petri con medio PDA incubandolas en
oscuridad a 26°C por 7 dias. Cabe mencionar que para la extraccion de ADN, es necesario que
las cepas sean jovenes, para el caso de Fusarium no deben de ser mayores de 12 dias, y en

Trichoderma no mayor a 10 dias.

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN se realizé siguiendo el protocolo CTAB al 2% (metodologia
modificada de Falcén y Valera, 2007) de la siguiente manera: con una espatula se tomé el
micelio de cada uno de los hongos y se colocaron por separado en morteros de porcelana,
agregando 600ul de CTAB al 2% (previamente calentado a bafio maria), macerando cada una
de las muestras perfectamente, transfiriendo a tubos de 1.5 ml y fueron agitadas vigorosamente
en el vortex (scientific industries®). Se incubaron en bafio maria a 60°C durante 60 minutos
(mezclando por vortex cada 15 minutos hasta completar el tiempo de incubacion), después se
adicionaron 600p1 de cloroformo — alcohol isoamyl (24:1) y se mezcl6 nuevamente por vortex.
Se centrifug6 por nueve minutos a 13 200 rpm utilizando una centrifuga Eppendorf, se tomé
cuidadosamente con la micropipeta la fase acuosa (parte superior) depositandola en un tubo
nuevo de 1.5 ml; se adicionaron 600ul de isopropanol frio y se mezclé suavemente por

inversion; incubando a una temperatura de -20°C (congelador) durante una hora. Transcurrida
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la incubacion, se centrifugd a 13 200 rpm durante 9 minutos, eliminando el sobrenadante y
cuidando de no tirar la pastilla. Se colocaron los tubos boca abajo en una sanita estéril (para
secar la pastilla) a temperatura ambiente durante 20 minutos. Una vez seca la pastilla se re-
suspendid en agua destilada estéril (50 a 100 pl) dependiendo el tamafio de la pastilla y se
incubaron a 50°C en bafio maria durante 15 minutos. La presencia y calidad de las extracciones
de ADN fueron verificadas con la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1 % (0.30g de
agarosa y 30 ml de TAE 1X); el gel se corrié en una cdmara de electroforesis (Thermo Electron
Corporation EC105-Cleaver Scientific Ltd); los amplicones fueron visualizados en un
fotodocumentador BIORAD.

Amplificacion por PCR del ADN ribosomal.

A partir del DNA extraido, se procedio a laamplificacion de la region ITS por la técnica
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se utilizaron los iniciadores universales 1TS4
(5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITSS (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3’) que amplifica un fragmento de 580 pares de bases (pb) aproximadamente (manual
LADIFIT, 2013). La mezcla de reaccién para PCR se prepard en un volumen final de 25uL
conteniendo 5 pl - Buffer 5x; 1,5 pl - MgCI2 (25 mM), 0.5 pl - dNTP (10 mM); 1 pl - iniciador
ITS4 (10 mM); 1 pl - iniciador ITS 5 (10 mM); para los genes ribosomales; 0.2 ul — GoTaq
DNA ((5 U/ul) Promega, USA) en 13.8 pl de agua destilada estéril. Las amplificaciones se
hicieron en un termociclador Modelo Icycler ® BIORAD; bajo las siguientes condiciones: un
ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos; 45 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por un
minuto, el alineamiento a 55°C por un minuto, y una extension final a 72°C por un minuto;
finalmente un ciclo de amplificacion a 72°C por 10 minutos. Las amplificaciones fueron
verificadas con la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1 % preparado con 1x TAE
bufer (Tris Acetate-EDTA), el gel se tifié con bromuro de etidio y se corri6 en una camara de
electroforesis (Thermo Electron Corporation EC105-Cleaver Scientific Ltd) a 88 V cm™

durante 30 minutos. Los amplicones fueron visualizados en un fotodocumentador BIORAD.

Limpiezay purificacion de las muestras de ADN

La limpieza del ADN se realizé con el kit de purificacion Wizard SV Gel and PCR
Clean— Up System (PROMEGA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. A cada tubo
del producto de PCR, se agregaron 20ul de Buffer N°1 (Membrane Binding Solution)
mezclando por pipeteo, la mezcla fue transferida a una columna dejando reposar por 1 minuto

y centrifugando por 1 minuto a 10 000 rpm, enseguida se le agregaron 700ul del Buffer N° 2
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(Membrane Wash Solution), centrifugando por un minuto a 10 000 rpm. Se decanto la parte
superior y todo lo que quedo en el tubo se desechd. Posteriormente se afiadieron 500ul del
Buffer N° 2 para el segundo lavado, se centrifugaron por cinco minutos a 10 000 rpm y se
retird el sobrenadante (ya no se afiadié nada) centrifugando por un minuto a 10 000 rpm. Se
marcaron tubos de 1.5 ml para cada muestra y sobre estos se colocaron las columnas
correspondientes, se afladieron 35ul de agua del frasco N° 3 (Nuclease free water) a cada

columna, centrifugando por un minuto a 10 000 rpm, obteniendo asi el ADN limpio.

Secuenciacion
Las muestras de ADN vya limpias, fueron enviadas para su secuenciacion a la Unidad
de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional

Autonoma de Mexico (UNAM). Estos productos se secuenciaron en ambas direcciones.

Anélisis de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias de ambas regiones (ITS4 e ITS5 del ADNr), se
acoplaron y editaron con el programa EditSeq version 5.06 1989-2003 (DNASTAR Inc., USA),
con el cual se cred una secuencia consenso. Esta secuencia, se comparé con las secuencias mas
relacionadas depositadas en el GenBank del National Center for Biotechnology Information
(NCBI, Estados Unidos), mediante la opcion BLAST. Posteriormente la secuencia consenso se
compild en un archivo y se aline6 utilizando el programa MegAlign version 5.06 1993-2003
(DNASTAR Inc., USA); posteriormente aplicando el programa BLAST, y basandose en el
porcentaje de identidad se definieron las especies de los hongos.

Identificacién morfologica de las especies de Fusarium encontradas asociadas a raices de
maiz y teocintle

Para la identificacién morfolégica de los aislamientos del género Fusarium a nivel de
género se utilizé el manual de Leslie y Summerell (2006) y para la determinacion de especie
los manuales de Booth (1971), Gerlach y Nirenberg, 1982 y Nelson et al., (1983).

Una vez caracterizadas molecularmente las cepas de Fusarium, se seleccionaron
aquellas que presentaron mayor porcentaje de identidad, tomando un aislamiento de cada

especie para los estudios morfoldgicos, los cuales se realizaron de la siguiente manera:
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Formacién de estructuras de reproduccion

Para inducir la formacion de phialides, se coloc6 una pequefia porcion de crecimiento
micelial y agar sobre un portaobjetos dentro de una caja Petri en condiciones de humedad y
esterilidad por un periodo de 72 horas. La caja Petri se sell6 y se mantuvo a 26°C bajo luz
blanca (Solano-Béez et al., 2010). Las estructuras obtenidas se midieron y documentaron con
una camara digital moticam 2300 3.0M Pixel USB 2.0 montada al microscopio (VELAB MR),
Para obtener macro y microconidios se inoculé micelio en cajas Petri con medio de cultivo
“Carnation Leaf Agar” (CLA), a una temperatura de 24°C por 24 dias (Leslie y Summerell,
2006).

Formacion de Clamidosporas
De acuerdo con Leslie y Summerell (2006), mencionan que el género Fusarium induce
la formacién de clamidosporas en los medios de cultivo de CLA, SNA y SA, por lo tanto se

procedid hacer la siembra en los tres medios de cultivo como se describe a continuacion.

CLA (Hojas de Clavel Agar). Se diluyeron 20 g de agar en 1000 ml de agua destilada
estéril y en cada caja de Petri se afiadieron cinco trocitos (0.5 mm?) de hojas de clavel
desinfestadas con hipoclorito de sodio al 1% por un minuto e irradiadas con rayos UV por seis
horas (modificando la metodologia propuesta por Leslie y Summerell, 2006) antes de que el
agar solidificara. Las cajas de Petri se incubaron a 25°C, alternando 12 horas de luz negra
(L&mpara TecnoLite 127 V-60Hz) y 12 horas de oscuridad de 15 a 20 dias.

SNA (Spezieller-Nahrstoffarmer-Agar). Se pes6 1g-KH2POs, 1g-KNOs, 0.5g-
MgSO4+7H>20, 0.5g-KCl, 0.2g-Glucosa, 0.2g-Sacarosa y 20g-Agar). Después de que el agar
solidifico se colocaron 2 piezas de papel filtro (Whatman N° 1 de 0.6 mm? sobre la superficie
del medio, con el objetivo de incrementar la esporulacion. Las cajas de Petri fueron incubadas
a 25°C, alternando 12 horas de luz negra (lampara TecnoLite 127 V-60Hz) y12 horas de

oscuridad durante 21 dias.

SA (Suelo-Agar). Se pesé 250 g de suelo seco y cribado, 15 g de Agar y 1000 ml de
agua destilada estéril). Las cajas Petri se incubaron a 25°C, alternando 12 horas de luz negra
(Lampara TecnoLite 127 V-60Hz) y 12 horas de oscuridad por 21 dias. De cada medio de

cultivo, se hicieron los montajes correspondientes y fueron observadas al microscopio éptico.
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Caracterizacion morfoldgica de las especies de Trichoderma aisladas de raices de
teocintle.

También se considerd importante realizar la caracterizacion morfologica de los
aislamientos de Trichoderma obtenidos de las raices de teocintle. Una vez que se tuvieron los
aislamientos puros del hongo se indujo la formacion de: phialides, conidios y clamidosporas.

Los aislamientos fueron sembrados en medio de PDA para inducir la formacién de las
estructuras de reproduccion. Posteriormente se colocO una pequefia porcion de crecimiento
micelial y agar sobre un portaobjetos dentro de una caja Petri en condiciones de humedad y
esterilidad por un periodo de 72 horas. La caja Petri se sell6 y se mantuvo a 26°C bajo luz
blanca (Solano-Béez et al., 2010). Las estructuras obtenidas se midieron y fueron comparadas
con las descritas por Bissett, 1991a; Bissett, 1991 b; Gams y Meyer, 1998; y se documentaron
con una camara digital moticam 2300 3.0M Pixel USB 2.0 montada al microscopio (VELAB
MR),

A los aislamientos puros de Trichoderma también se les extrajo el ADNr mediante la
técnica PCR, utilizando los iniciadores 1TS-4 e ITS-5. El material genético obtenido se envio

al Instituto de Biotecnologia de la UNAM para efectuar la secuenciacion.

Conservacion de los hongos asociados encontrados en raices de maiz y teocintle

La conservacion de los 17 aislamientos de Fusarium se realizd en tubos de ensaye de
50 mL, con PDA y tubos de 10 mL con suelo de rio. Para ello, se preparé PDA esterilizado a
15 Ib de presion durante 15 minutos, a cada tubo previamente estéril se agreg6 10 mL de medio,
se sellaron y se esterilizaron nuevamente a 15Ib de presion durante 15 minutos, transcurrida la
esterilizacion, los tubos fueron sellados y colocados en un angulo de 30°C, para la distribucion
uniforme del medio en todo el tubo.

Los tubos con suelo arenoso de rio, se llenaron a dos tercios de su capacidad, se sellaron
y esterilizaron a 15 Ib de presion durante 15 minutos, ambos tubos se dejaron enfriar y se
procedié a la siembra. Segmentos de medio infestado con los diferentes aislamientos fue
adicionado a cada uno de los tubos. Se incubaron a 26°C durante 48 horas. Se depositaron en
la coleccion del Laboratorio No. 121, Ecologia de Patdgenos de las Raices, del Instituto de
Fitosanidad del Colegio de Postgraduados. Se considerd importante la conservacion de los
aislamientos de Trichoderma para futuros trabajos de pruebas de antagonismo. Se conservaron

de la misma manera que Fusarium, como anteriormente se describio.
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RESULTADOS

Caracterizacion molecular de las especies de Fusarium asociadas a las raices de maiz y
teocintle

Con la amplificacion de las regiones ITS del ADNr, se consiguieron fragmentos de
alrededor de 550 pares de bases (pb), lo que indicé que los aislamientos de Fusarium obtenidos
de las raices de maiz y teocintle, corresponden a F. fujikuroi Nirenberg y F. oxysporum
Schlecht con 99 y 100% de identidad (Cuadro 11).

Cuadro 11. Especies de Fusarium aisladas de raices de maiz criollo azul y teocintle caracterizados
molecularmente utilizando los iniciadores 1TS-4 e ITS-5.

No. de

. . Fenologia Muestreo Hospedante Especie % identidad
aislamiento
001 V22 1M F. oxysporum 100
002 V9 3M F. fujikuroi 99.2
003 V12 5M F. fujikuroi 100
004 R3 6M Maiz F. oxysporum 100
005 RS M F. fujikuroi 100
006 F. oxysporum 99.2
007 b F. oxysporum 100
008 R6 &M F. oxysporum 100
009 FVvi¢ F. oxysporum 100
010 FRI 1 F. oxysporum 100
011 FRI 2 2M F. oxysporum 100
012 ERA F. oxysporum 100
013 Teocintle F. oxysporum 100
014 FRI 1 F. fujikuroi 100
015 3M F. oxysporum 100
016 FVI F. oxysporum 100
017 FRI 1 F. oxysporum 100

2 Etapas vegetativas y ° reproductivas del maiz, ¢ Fases fenoldgicas del teocintle

Los aislamientos de Trichoderma fueron identificados molecularmente como T. harzianum
Rifai con el 100% identidad (Cuadro 12).

Cuadro 12. Especies de Trichoderma aisladas de raices de teocintle caracterizados molecularmente utilizando los
iniciadores ITS-4 e ITS-5.

No. de Etapa . O g
aislamiento fenologica Muestreo Hospedero Especie % identidad
018 FRI 2¢ T. harzianum 100
019 FVA M T. harzianum 100
020 FRI 1 Teocintle T. harzianum 100
021 T. harzianum 100
022 FRI 1 3M T. harzianum 100

¢ Fases fenologicas del teocintle
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Caracterizacion morfoldgica de las especies de Fusarium asociadas a las raices de maiz y

teocintle.

Fusarium fujikuroi Nirenberg (Sin: F. proliferatum)

El crecimiento micelial de F. fujikuroi Nirenberg en medio de cultivo PDA presento
micelio aéreo abundante, de color blanquecino a rosa palido gris o violeta con la edad),
pigmentacion café-rojizo en el medio de cultivo. Microconidios abundantes de una sola célula,
6-12 x 2.5-3.5um (largo x ancho), en monofialides; macroconidios falcados a casi rectos,

delgados y generalmente con 3 septos y tamafio de 27-58 x 3-5.0um. En los medios de cultivo

CLA, SNA y SA no se observo la presencia de clamidosporas Gerlach and Nirenberg (1982);
Nelson et al., 1983 y Leslie y Summerell, 2006 (Figura 15).

Figura 15. Caracteristicas morfoldgicas de F. fujikuroi. a) microconidios, b) macroconidios, c) monofialide,
d) polifidlide, e) micelio violeta (visto por el anverso) y f) pigmentacion café-rojiza sobre el medio de
PDA (visto por el reverso). Barras = 10 um.

Las especies de Fusarium que forman parte del complejo de Gibberella fujikuroi entre
las cuales se encuentran F. verticillioides, F. proliferatum y F. fujikuroi comparten
caracteristicas morfolégicas muy similares (cuadro 13) que en muchas ocasiones llega a la

confusion e identificacion morfoldgica erronea.
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Cuadro 13. Caracteristicas morfoldgicas distintivas entre especies del complejo de Gibberella fujikuroi

Caracteristicas
morfoldgicas

F. verticillioides 204

F. proliferatum 9<d

F. fujikuroi ¢4

Blanco, crema, beige,

Blanco, violeta o

Blanco, rosa palido a

Color gris magenta, salmén, ! - ;
violeta, parpura. parpura violeta o purpura
Microconidia 5.0-12.0 x 1.5-2.5 N 5-13x 2.1-4.7
(largo x ancho en Clavadas con base Clavadas con base Clavadas con base
aplanada, rara vez
pm) aplanada - aplanada
piriformes
Microconidia en + + +
cadena Cadenas largas Cadenas largas Cadenas cortas
Falsas cabezas + + +
18-61 X 2.0-4.2 (3 19-5952 %668-)5.0 3 22—59S>e< ?[655—)4.7 (3
septos) P P

Macroconidia (largo
X ancho en pm)

Complejo de especies Gibberella fujikuroi

39-73x2.4-43 (5
septos)

delgados, falcados a
rectos, célula apical

39-79x3.0-5.0 (5
septos)

falcados a rectos,
algo méas amplio que

43-65x 3.3-4.4 (5
septos)

del mismo tipo que
F. verticillioides, sin

] : los de F. fujikuroi, embargo, en
curvada y célula pie ) ! .
disti con una célula de pie promedio un poco
istinta o ) i
distinta mas amplios
Conidioforo Simple o ramificado Ramificado Ramificado
Fialides 11-32 x 2.3-3.5 12-32 x 2.8-4.0
(largo x ancho en 14-32 x 2.0-3.5 Monofialides, pero Mayormente
9 Monofialides muy a menudo monofialides, rara
pm) i) i1
polifidlides vez polifialides
Ausentes. Sin embargo
Clamidosporas se producen células Ausentes Ausentes

infladas con paredes
engrosadas

Referencias: ® Booth, 1971; ® Gerlach y Nirenberg, 1982; ¢ Nelson et al., 1983; ¢ Leslie y Summerell 2006.
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Fusarium oxysporum Schlecht. Emend. Snyd. & Hans

El crecimiento micelial de F. oxysporum en medio de cultivo PDA inicialmente fue de
color blanco a ligeramente rosa, produciendo una tenue pigmentacion de color violeta sobre el
medio. Este hongo presentd microconidios abundantes de una sola célula y de forma ovalada,
con un tamafo de 5-12 x 2.3-3.5 um, en monofialides; los macroconidios fueron abundantes,
levemente de forma falcada, paredes delgadas, ambos lados casi rectos, célula basal en forma
de pie, generalmente con 3 septos y tamafio de 25-48 x 3-4.5um. En los medios CLA, SNA y
SA se observo la presencia de clamidosporas con paredes lisas y tamafio de 5-12 um, solitarias,

en pareja o en cadena corta (Booth, 1971; Nelson et al., 1983 y Leslie y Summerell, 2006)
(Figura 16).

Figura 16. Caracteristicas morfolégicas de F. oxysporum. a) y b) macroconidios y microconidios, c)
monofialides, d) clamidosporas, €) micelio ligeramente rosa-violeta (visto por el anverso) y f)
pigmentacion violeta tenue sobre el medio de PDA (visto por el reverso). Barras = 10um.
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Trichoderma harzianum Rifai

En T. harzianum se observaron conidios subhialinos, de forma esférica y tamafio 2.5-
4.0 um, fialides hialinas formados en verticilos de 3-5, tamafio de 5-7 x 2.5-3.5um (largo x
ancho). Conidio6foros ramificados. En medio de cultivo PDA se observo inicialmente micelio
algodonoso de color blanco que posteriormente se torn6 de color verde intenso. También se
observaron clamidosporas abundantes, hialinas, terminales o intercaladas, de forma globosa de
5-12.5 um Bissett, 1991a; Bissett, 1991b; Gams y Meyer, 1998 (Figura 17).

Figura 17. Caracteristicas morfolégicas de T. harzianum. a) conidios, b) fidlides, c) conidiéforo, d)
clamidosporas, €) micelio blanco a los 4 dias de edad (visto por el anverso) y f) micelio verde en medio
de PDA (visto por el anverso) a los 8 dias de edad. Barras = 10um.
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DISCUSION

Los miembros del género Fusarium son algunos de los patdgenos de las plantas mas
importantes en el mundo (Nelson et al., 1983). Sin embargo, la taxonomia de este género ha
sido objeto de controversia durante muchos afios (Nelson et al., 1983). Los sistemas
taxondmicos clasicos se basan en caracteres morfoldgicos tales como el tamafio y forma de los
macroconidios, presencia o ausencia de los microconidios, fialides y clamidosporas, la
coloracion de la colonia, y la estructura de los conidioforos (Windels, 1992); pero en la
actualidad, las técnicas moleculares y genéticas han permitido una identificacion y
caracterizacion mas completa y precisa de los organismos, entre ellos los hongos fitopatdgenos,
por lo cual deben aplicarse de manera complementaria las técnicas tradicionales dependientes
de cultivos y las técnicas moleculares independientes de cultivos, como se ha intentado llevar
a cabo en este trabajo. Debe mencionarse que la caracterizacion molecular de Fusarium aun
esta en investigacion, pues solo es hasta muy reciente y con el trabajo de Ma et al. (2013) que
se propone la clasificacion del género Fusarium en 20 complejos de especies, dentro de las
cuales estd el complejo Gibberella fujikuroi que incluye a las especies F. fujikuroi, F.
proliferatum, F. verticilloides, F. mangiferae y F. circinatum.

En el caso de este trabajo con maiz y teocintle, debe indicarse que la especies Fusarium
oxysporum esta bien representada entre las comunidades de hongos del suelo de todo el mundo
(Burgess, 1981). Esta especie también se considera como un componente normal de las
comunidades de hongos en la rizosfera de plantas (Gordon y Martyn, 1997). F. oxysporum,
pertenece al complejo de especies Oxysporum de acuerdo a Ma et al. (2013), se caracteriza
morfoldgicamente porque tiene micelio aéreo, color blanco a ligeramente violeta (Leslie and
Summerell, 2006; Nelson et al., 1983) y pueden tomar coloraciones salmon, rosa o violeta
palido (Booth, 1971), de acuerdo a esto, las caracteristicas morfoldgicas observadas en algunos
de los aislamientos obtenidos de las raices de maiz y teocintle en este trabajo, concuerdan con
las descritas por los anteriores autores.

Por otra parte, F. fujikuroi no forman clamidosporas, pero algunas especies de Fusarium
forman hinchamientos de hifas que ocasionalmente son confundidas con pseudoclamidosporas
(Gerlach y Nirenberg, 1982; Nelson et al., 1983, Leslie and Summerell, 2006), de acuerdo a
esto, en los aislamientos aislados de raices de maiz y teocintle y caracterizados morfolégica y
molecularmente como F. fujikuroi no se observé la formacion de clamidosporas. La
descripcion morfoldgica de F. fujikuroi es confusa ya que Nelson et al., 1983 lo describe como
un sinénimo de F. moniliforme y Leslie y Summerell (2006) describe a F. proliferatum como

sinbnimo de F. fujikuroi; pero el reciente estudio llevado a cabo por Ma et al. (2013) ha
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demostrado mediante analisis filogenéticos que F. fujikuroi esta ubicado dentro del complejo
de especies de Gibberella fujikuroi, el cual incluye como especies diferentes a F. proliferatum,
F. mangiferae, F. verticillioides y F. fujikuroi, y por tanto ésta ultima es una especie diferente
a F. proliferatum y F. verticillioides (Ma et al., 2013).

En 2011, Mei y colaboradores realizaron la identificacion molecular del complejo de
Giberella fujikuroi en maiz, arroz y cafia de azucar, y mencionan que basarse sélo en caracteres
morfoldgicos para la identificacion de las especies de este complejo de Fusarium puede dar
una identificacion errénea. Debe mencionarse que se han utilizado diversos métodos
alternativos basados en herramientas moleculares que han permitido la identificacion de
especies de Fusarium, por ejemplo, Edel et al., (1997) propusieron usar el método de PCR-
RFLP para diferenciar especies de Fusarium; mientras otros autores Watanabe et al. (2011),
han utilizado diferentes regiones que incluyen genes codificadores de proteinas, como son el
gen S-tubulina, el gen EF-1a (factor de elongacion 1«), y el gen lys2 (amino reductasa).

En relacion a los aislamientos de Trichoderma harzianum que se obtuvieron mediante
medios de cultivo en este estudio, debe indicarse que aun cuando no se trabajé de manera
sistematica para el aislamiento de este hongo, se decidi0 caracterizar y conservar para
posteriores pruebas de antagonismo; pero resultd interesante que s6lo se aislaran de raices de
teocintle.

Es importante mencionar que en este trabajo no se aplicaron métodos metagendémicos
para la definicion y caracterizacion de la diversidad de especies de Fusarium en la rizosfera y
en las raices por razones de tiempo y presupuesto; sin embargo, se tiene contemplado continuar
con esta investigacion, utilizando técnicas metagendmicas y filogenéticas que permitan
determinar la diversidad e identificacién precisa de las especies de Fusarium asociadas a las

raices de maiz y de su ancestro silvestre teocintle.
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CONCLUSIONES
F. fujikuroi (99 y 100%) y F. oxysporum (100%) se encuentran asociadas a las raices

de maiz nativo “azul” y a su ancestro silvestre “teocintle”.

El maiz criollo azul” y su ancestro silvestre teocintle, comparten las mismas especies
de Fusarium asociadas a las raices, y estas se presentaron en las diversas etapas fenoldgicas de

ambas especies de plantas.

F. fujikuroi, F. verticillioides y F. proliferatum, aunque se encuentran dentro del

complejo de especies de Gibberella fujikuroi, son especies diferentes.
En trabajos de diversidad e identificacion de especies de hongos fitopatdgenos de las

raices, se recomienda ampliamente utilizar de forma complementaria técnicas tradicionales

dependientes de cultivo con las técnicas gendmicas independientes de cultivo.

90



LITERATURA CITADA
Agrios, G. N. 2005. Plant Pathology. 5th edition. Elsevier, Academic Press. 922 p.

Bissett, J. 1991a. A revision of the genus Trichoderma. Il. Infrageneric classification. Can.
J. Bot. 69: 2357-2372.

Bissett, J. 1991b. A revision of the genus Trichoderma. Ill. Section Pachybasium. Can. J.
Bot. 69: 2373-2417.

Booth, C. 1971. The genus Fusarium. Commonwealth Mycological Institute, Kew, Surrey,
United Kingdom. 237p.

Briones—Reyes, D. 2007. Resistencia a pudricion de mazorca en poblaciones de maiz bajo
mejoramiento participativo en el Altiplano de México. Tesis de Maestra en
Ciencias. Colegio de Postgraduados, Montecillo, Texcoco, Edo. de México.

Briones-Reyes, D., F. Castillo-Gonzélez, J. L. Chavez-Servia, V. H. Aguilar-Rincén, C. de
Leon Garcia-de Alba, y A. Ramirez-Hern&ndez. 2015. Respuesta del maiz nativo
del altiplano mexicano a pudricion de mazorca, bajo infeccidn natural. Agronomia
Mesoamericana 26 (1): 73-85. doi: 10.15517/am.v26i1.16922

Burges, L. W. 1981. General ecology of the Fusaria. In: Fusarium: Diseases, Biology, and
Taxonomy, Toussoun, T. A., P. E. Nelson, and R. J. Cook, editors, Pennsylvania
State University Press, University Park and London. pp. 225-235.

de Lange, S. E., D. Balmer, B. Mauch-Mani, and T. C. J. Turlings. 2014. Insect and
pathogens attack and resistance in maize and its wild ancestors, the teocintes. New
Phytologist 204: 329-341. doi: 10.1111/nph.13005

De Ledn, C. 1984. Enfermedades del Maiz. Una Guia para su Identificacién en el Campo.
3% Edicién. Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT)
114 p.

Edel, V., C. Steinberg, N. Gautheron, and C. Alabouvette. 1997. Evaluation of restriction
analysis of polymerase chain reaction (PCR)-amplified ribosomal DNA for the
identification of Fusarium species. Mycological Research 101: 179-187.

EditSeq. 1989-2003. Expert sequence analysis software. Version 5.06. DNASTAR Inc.
USA.

Falcon, L. 1., y A. Valera. 2007. Extraccion de &cidos nucleicos. In: Ecologia molecular.
Eguiarte, L. E., V. Souza, X. Aguirre. (Comps.). Instituto Nacional de Ecologia,
SEMARNAT. México, D.F. p. 499-516.

Figueroa-Rivera, Ma. G., R. Rodriguez-Guerra, B. Z. Guerrero-Aguilar, M. M. Gonzélez-
Chavira, J. L. Pons-Hernandez, J. F. Jiménez-Bremont, J. G. Ramirez-Pimentel,
E. Andrio-Enriquez, y M. Mendoza-Elos. 2010. Caracterizacion de especies de
Fusarium asociadas a la pudricion de raiz de maiz en Guanajuato, México. Rev.
Mex. Fito. 28 (2): 124-134.

91



Gams, W., and W. Meyer. 1998. What exactly is Trichoderma harzianum? Mycologia
90(5): 904-915.

Gerlach, W., and H. Nirenberg. 1982. The genus Fusarium — a pictorial atlas. Biologische
Bundesanstalt fur Land-und Forstwirtschaft. Berlin-Dahlem. 406p.

Gordon, T. R., and R. D. Martyn. 1997. The evolutionary biology of Fusarium oxysporum.
Annu. Rev. Phytopathol 35: 111-128.

Kerr, A. 1962. The root rot — Fusarium wilt complex of peas. Aust. J. Biol. Sci. 16(1): 55-
69.

Leslie, J. F., and B. A Summerell. 2006. The Fusarium Laboratory Manual, 1%, Ed.;
Blackwell Publishing: Hoboken, N.J., USA. 388p.

Ma, Li-Jun, D. M. Geiser, R. H. Proctor, A. P. Rooney, K. O’Donnell, F. Trail, D. M.
Gardiner, J. M. Manners, and K. Kazan. 2013. Fusarium Pathogenomics. Annu.
Rev. Microbiol. 67: 399-416.

MegAlin. 1993-2003. Expert sequence analysis software. Version 5.06. DNASTAR Inc.
USA.

Mei H., H., B. Salleh, and L. Zakaria. 2011. Molecular identification of Fusarium species
in Gibberella fujikuroi species complex from rice, sugarcane and maize from
Peninsular Malaysia. Int. J. Mol. Sci. 12: 6722-6732. Doi: 10.3390/ijms12106722

Mendoza E., M., E. Andrio E., A. Lopez B., R. Rodriguez G., L. Latournerie M., y S. A.
Rodriguez H. 2006. Tasa de infeccion de la pudricion del tallo en maiz causada
por Fusarium moniliforme. Agronomia Mesoamericana 17 (1): 19-24.

Moss, M. O. 2002. Mycotoxin review — 2. Fusarium. Mycologist 16: 158-161.

Munkvold, G. P., and A. E. Desjardins. 1997. Fumonisins in maize. Can we reduce their
occurrence? Plant Disease 81(6): 556-565.

Nelson, P. E., T. A. Tousson, and W. F. O. Marasas. 1983. Fusarium Species. An lllustrated
Manual for Identification. Pennsylvania State University Press. University Park
and London. 193 p.

Peiretti-Uzal, A., M. C. Nazar-Lovera, C. A. Biasutti-Valenzano, y L. M. Giorda-Lerda.
2007. Susceptibilidad a Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg en la poblacion
de maiz MPB-FCA 856. Agronomia Mesoamericana 18 (2): 171-176.

Rivas-Valencia, P., J. Virgen-Vargas, |. Rojas M., A. Cano S., y V. Ayala E. 2011.
Evaluacién de la pudricién de mazorca de hibridos de maiz en Valles Altos.
Revista Mexicana de Ciencias Agricolas 2 (6): 845-854.

Roncero, M. I. G., C. Hera, M. Ruiz-Rubio, Fe. I. Garcia M., M. P. Madrid, Z. Caracuel,

F. Calero, J. Delgado-Jarana, R. Roldan-Rodriguez, A. L. Martinez-Rocha, C.
Velasco, J. Roa, M. Martinez-Urdiroz, D. Cordoba, y A. Di Pietro. 2003.

92



Fusarium as a model for studying virulence in soilborne plant pathogens.
Physiological and Molecular Plant Pathology 62: 87-98. doi: 10.1016/S0885-
5765(03)00043-2

Saiz, M. J., O. Aguin, M. J. Bande, C. Pintos, y J. P. Mansilla. 2012. Biodiversidad de
especies de Fusarium en tallos de maiz forrajero en Galicia. Pastos 42 (1): 51-66.

Solano-Béez, A. R., C. De Ledn-Garcia De Alba, G. Valdovinos-Ponce, H. V. Silva-Roja,
y L. Soto-Rojas. 2011. La pigmentacion de Fusarium verticillioides (Sacc.) como
factor de virulencia en plantulas de maiz. Agronomia Mesoamericana 22 (2): 297-
307.

Watanabe, M., T. Yonezawa, Ken-ichi Lee, S. Kumagai, Y. Sugita-Konishi, K. Goto, and
Y. Hara-Kudo. 2011. Molecular phylogeny of the higher and lower taxonomy of
the Fusarium genus and differences in the evolutionary histories of multiple genes.
BMC Evolutionary Biology 11:322. doi: 10.1186/1471-2148-11-322.

White, D. G. 1999. Compendium of corn disease. 3th. Ed. American Phytopathological
Society. USA. 128p.

Windels, C. E. 1992. Fusarium. In: Methods for research on soilborne phytopathogenic

fungi. Singlenton, L. L., J. D. Mihail, and C. M. Rush (Eds.). American
Phytopathological Society Press, St Paul, Minnesota. pp: 115-128.

93


http://dx.doi.org/10.1186/1471-2148-11-322

CAPITULO IV
ESTUDIO PRELIMINAR COMPARATIVO BAJO CONDICIONES NATURALES,
DE LA FENOLOGIA DEL MAIZ NATIVO “AZUL” (Zea mays raza Chalco) CON EL
ANCESTRO SILVESTRE TEOCINTLE (Zea mays subsp. mexicana) EN
POBLACIONES AFECTADAS POR FUSARIUM.

RESUMEN
El maiz (Zea mays L.) es un cultivo de suma importancia en la alimentacion de las sociedades
humanas, y en especial para México, considerado como el centro de origen y diversidad del
maiz. Este cultivo se origind de la domesticacién del teocintle llevada a cabo por el hombre
durante siglos, hasta la amplia diversidad del maiz cultivado actual. Las plantas cultivadas y
sus ancestros silvestres estan asociadas con diversos microorganismos benéficos y patdgenos;
sin embargo, no existen trabajos que muestren de forma comparativa la presencia de patégenos
de las raices que sean comunes a teocintle y maiz, y la relacién con su crecimiento y desarrollo,
a pesar de la relevancia que ello tiene en la sobrevivencia, reproduccion y diversidad de ambas
especies, y en la produccién econdmica de la especie cultivada. Por lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue conocer y comparar el crecimiento y desarrollo fenolégico del maiz en relacion
a su ancestro silvestre teocintle, bajo condiciones de campo y naturales respectivamente,
cuando ambas especies son afectadas por hongos patdgenos de las raices. Se colectaron 20
plantas de maiz en cada una de ocho etapas fenoldgicas, de una parcela comercial ubicada en
el poblado de Juchitepec, y 60 plantas de teocintle en cinco fases fenoldgicas de una poblacion
silvestre en Cocotitlan, ambas localidades ubicadas en el Edo. de México. En ambas especies
de plantas se evallo: peso fresco total y de raices, peso seco total y de raices y nimero de hojas;
en teocintle se cuantificd ademas nimero de hijuelos por planta y nimero de mazorquillas por
hijuelo y por planta; en maiz se evalto el numero de mazorcas por planta. En las raices de
ambas especies se valoro el grado de dafio causado por marchiteces, tomando fotografias del
sistema radical de cada planta en cada muestreo. Bajo las condiciones naturales en que se llevd
a cabo este estudio, sin alterar ninguna de las actividades propias de la parcela comercial del
cultivo de maiz ni del area en donde se ubico a la poblacion silvestre de teocintle, las diferencias
que se reportan y dentro de las limitaciones consideradas, son inherentes a cada una de las
especies, sin que ello indigue que una es mejor que la otra en alguna de sus caracteristicas
bioldgicas y/o ecologicas. Es asi que los resultados muestran que las diferencias morfoldgicas
en ambas especies de plantas son muy evidentes, sobre todo en las etapas reproductivas. La

produccion de biomasa total por planta fue mayor en maiz que en teocintle; sin embargo, la
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biomasa radical por planta fue mayor en teocintle que en maiz. El sistema radical del maiz adn
cuando durante todo su ciclo fenol6gico mostro raices dafiadas por pudriciones, tuvo una mayor
cantidad de raices aparentemente sanas, con tejido fresco de color amarillo cremoso, en
comparacién con el sistema radical del teocintle que durante todas las fases fenoldgicas
present6 gran parte de las raices de color gris, secas y lefiosa, otras con pudriciones café oscuras
y muy pocas con apariencia sana. En promedio, una planta de maiz nativo azul produce
solamente una mazorca de gran tamafio, y 304 semillas por mazorca; mientras que una planta
de teocintle Zea mays subsp. mexicana produce 28 mazorquitas en promedio, de tamafo
pequefio y con sélo 8 semilas por mazorca. Debe indicarse que la estructura y densidad
poblacional de las dos especie de plantas son muy diferentes y son inherentes a su propio estado
de cultivo o de poblacidn silvestre, por lo que para conocer de manera precisa y de forma
comparativa el efecto que pueden tener los hongos fitopatdgenos de las raices en el desarrollo
y crecimiento del maiz nativo y del teocintle, se requiere de un estudio epidemioldgico espacio-
temporal a largo plazo, y con mayor profundidad en la biologia y ecologia poblacional de estas

especies.

Palabras claves: crecimiento, desarrollo fenoldgico, maiz nativo, teocintle, Zea mays subsp.

mexicana, ancestro silvestre, hongos patgenos de las raices.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es un cultivo de suma importancia para los pueblos
latinoamericanos y en especial para México, que es reconocido como el centro de origen y
diversidad del maiz (Bedoya y Chavez, 2010). Este cultivo se origin6 por la domesticacion del
teocintle y por un proceso de evolucion bajo domesticacion por muchas generaciones se ha
alcanzado la amplia diversidad del maiz cultivado (Miranda-Colin, 2003) que se tiene en la
actualidad.

Se reconoce que México y Mesoamericana es el centro de origen del maiz debido a: a)
los restos arqueoldgicos mas antiguos han sido encontrados en este pais; b) la mayor diversidad
genética esta representada en los maices nativos de México, y c) el pariente mas cercano y
posible ancestro, el teocintle anual, solamente crece en forma silvestre en México y norte de
Centroamérica (Martinez-Soriano y Leal-Klevezas, 2001). En forma empirica, el mejoramiento
genético del maiz lo iniciaron las etnias mexicanas, quienes del teocintle (Zea mays subsp.
mexicana) comenzaron a seleccionar plantas que ofrecian algunas caracteristicas del grano para
ser aprovechadas en la alimentacion (Marquez-Sanchez, 2008). En México, el proceso de
domesticacion y mejoramiento del maiz continta en el presente; los agricultores indigenas y
mestizos del pais cultivan, seleccionan, guardan y usan su propia semilla de maiz afio con afio
(CONABIO, 2012). Los agricultores que cultivan poblaciones nativas de maiz en forma
tradicional, contribuyen a la conservacion y a la generacion de la diversidad genética in situ
del cultivo (Bommer, 1991, citado por Herrera-Cabrera et al., 2004). De acuerdo con la
clasificacion mas reciente basada en caracteristicas morfoldgicas e isoenzimaticas, en México
existen 59 razas con miles de variantes (Sanchez et al., 2000); de las cuales las mas utilizadas
en el mejoramiento genético son: Celaya, Chalquefio, Conico y Tuxpefio (Marquez-Sanchez,
1994).

El teocintle es una planta silvestre y es reconocido como el ancestro del maiz
(Matsuoka et al., 2002; Doebley, 2004). Se reconoce la importancia del estudio y la
conservacion de los ancestros silvestres de las plantas cultivadas de importancia agricola, pues
representan un trascendental recurso bioldgico, genético y ecoldgico para: a) obtencion de
genes de resistencia a diversos factores bioticos y abidticos (Sanchez y Ruiz, 1997 y Casas et
al., 2003), b) obtencion y conservacion de microorganismos de la rizésfera, filésfera y
caul6sfera importantes para su desarrollo y funcion (Sanchez et al., 1998), y c) fomento del
flujo e intercambio genéticos para conservar la diversidad de las especies (Miranda-Colin,
2003; de Lange et al., 2014); sin embargo, muchos agricultores le conceden nula importancia,

pues consideran que tiene poca utilidad agricola y ganadera, y ain mas, lo ven como una
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maleza; por lo que algunas especies de teocintle se encuentran en peligro de extincion (Bedoya
y Chavez, 2010). De acuerdo a de Lange et al. (2014), y a diversos autores, es urgente proteger
a las especies y poblaciones de teocintle.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo fue conocer y comparar el
crecimiento y desarrollo fenologico de maiz en relacion a su ancestro silvestre “teocintle”, en

poblaciones afectadas por fitopatdgenos de las raices.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion y descripcion de los sitios de muestreo

Este estudio se llevd a cabo de abril a diciembre de 2013 en una parcela comercial de
maiz nativo ‘azul’ (Zea mays subsp. mays raza Chalquefio) ubicada en Juchitepec, Municipio
de Juchitepec, estado de México, con longitud 98°58°46°° W y latitud 19°10°28’N, a 2540
msnm, clima templado subhimedo con una precipitacion media anual de 750 mm vy
temperatura anual de 20° a 23°C. En el caso del teocintle, se trabajo en una poblacion silvestre
localizada en Cocotitlan, Municipio de Cocotitlan, estado de México, con longitud 98°49°46”’
Wy latitud 19°14°33°° N, a 2300 msnm, clima templado subhumedo, precipitacion media anual
de 650 mm y temperatura media anual de 13.6 °C.

La parcela de maiz, con un area de 0.24 ha, abarcé una poblacion aproximada de 5 616
plantas, distribuidas en 54 surcos con 104 plantas cada uno; la distancia entre plantas fue
aproximadamente de 0.40 m y entre surcos de 1.0 m. Para el muestreo de las plantas se siguio
un muestreo sistematico, trazando una ‘W’ en toda la parcela (cuatro cuadrantes), y en cada
brazo (cuadrante) de la W se seleccionaron cinco plantas equidistantes; con 20 plantas por
fecha de muestreo. Se efectuaron ocho muestreos durante todo el ciclo fenoldgico del cultivo,
que incluy6é un total de 160 plantas. El disefio de muestreo seguido en este trabajo es
recomendado para el anélisis de los organismos fitopatdgenos de las raices que cominmente
presentan una disposicién espacial en agregados (Campbell y Benson, 1994).

La poblacion silvestre de teocintle con la cual se trabajo, ocupaba un area aproximada
de 0.806 ha, conformada por individuos en diferentes etapas fenoldgicas, desde plantula hasta
plantas adultas en reproduccién; presenta una elevada densidad de poblacion por metro
cuadrado, y semeja un pastizal silvestre (Figura 18). Para el muestreo de esta poblacion, se
traz6 un transecto de 30 m de largo por 2.0 m de ancho, y a lo largo de él se tomaron 20 plantas
de teocintle en cada uno de los tres muestreos realizados durante el periodo de estudio; se
eligieron, plantas en aparente diferente estado fenoldgico. Se estimé la densidad total de esta
poblacion, colocando aleatoriamente tres cuadrantes de un metro cuadrado cada uno y se conto
el total de individuos por cuadrante; posteriormente se calculé la densidad promedio por metro

cuadrado y este valor se extrapol6 al area total ocupada por la poblacion.
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Figura 18. Poblacion silvestre de teocintle. Cocotitlan, Edo. de México, 2013.

Evaluacion de variables de crecimiento y desarrollo en plantas de maiz criollo “azul” y
teocintle

Las plantas de maiz y teocintle de las muestras se extrajeron con toda la raiz, y se
colocaron en bolsas de plastico etiquetadas, dentro de hieleras para su transporte. Las plantas
con sus raices se procesaron en el Laboratorio de Ecologia de Patogenos de la Raiz del Instituto

de Fitosanidad del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, México.

Peso seco de la parte aéreay del sistema radical

El sistema radical de cada planta se separ0 de la parte aérea y se lavo perfectamente con
agua corriente para quitar el exceso de suelo. La parte aérea de cada planta y el sistema radical
ya separados, se colocaron en bolsas de papel estraza y se pusieron dentro de un horno de
secado (Rios.Rocha®) a una temperatura de 73°C durante 72 horas; posteriormente se obtuvo
el peso seco en una balanza en gramos. Este procedimiento se siguié en cada uno de los

muestreos.

Numero de hojas, hijuelos y mazorcas

Ademas de evaluar el peso fresco y peso seco de las raices y de la parte area de las
plantas, se cuantificé el nimero de hojas en maiz y teocintle. Al final del ciclo de cultivo del
maiz, se seleccionaron 16 surcos (cuatro por cuadrante) y 30 plantas por surco; se cuantifico el
numero de mazorcas por planta, y se extrapol al total de la poblacion en la parcela. Enteocintle
se cuantifico el numero de hijuelos por planta, y el nimero de mazorquitas por hijuelo y por

planta.
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Anélisis de datos

Los datos de las variables antes mencionadas fueron promediados y graficados en
relacion al tiempo (etapas fenoldgicas), con el programa de Excel Office. Sélo se llevo a cabo
un analisis grafico comparativo de las fluctuaciones de cada variable durante el ciclo fenol6gico

de cada especie de planta.

Definicion de etapas fenoldgicas

Las etapas fenologicas del maiz observadas durante el crecimiento y desarrollo del
cultivo fueron definidas de acuerdo a lo indicado por Tollenaar y Kumudini (1998) y Ritchie y
Hanway (1984; citado por Lafitte, 1991). En teocintle, desde el primer muestreo, las plantas de
teocintle se clasificaron con base en su morfologia, nimero de hojas, hijuelos y mazorquitas, y
se definieron cinco diferentes etapas fenologicas; en los muestreos posteriores se colectaron

plantas en tales fases.

Definicion de la especie de teocintle

Se colectaron plantas de teocintle de la poblacion silvestre muestreada, y para la
definicion de la especie se consulto a la Dra. Heike Vibrans especialista en Etnoboténica, del
Instituto de Recursos Naturales del Colegio de Postgraduados.

Viabilidad de las semillas de teocintle

De las semillas colectadas a partir de mazorquitas de teocintle de la poblacidn silvestre
con la que se trabajo, se seleccionaron 10 semillas, las cuales se desinfestaron con hipoclorito
de sodio al 1% por 1 minuto y se escurrieron en sanitas estériles por 10 minutos. En la base de
una caja de Petri se coloco papel sanita estéril y se humedecio con agua destilada estéril;
posteriormente con una pinza previamente desinfestada, se colocaron cada una de las semillas
sobre la sanita hUmeda, y se distribuyeron de manera equidistante sobre la superficie. La caja

de Petri se sell6 y se coloco en una incubadora a 28°C hasta la germinacion de las mismas.
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RESULTADOS

Crecimiento y desarrollo en plantas de maiz criollo “azul”
Peso seco de plantas y raices
El peso seco total de plantas (Figura 19) aument6 conforme transcurrieron las etapas
fenoldgicas del cultivo, mostrandose asi aumentos de biomasa mas intensos en las etapas V12
y R5 con 221.23g y 261.15g, respectivamente, que corresponden al inicio de la floracién y a la
maduracion del fruto; posteriormente se ve una disminucion de biomasa probablemente debido

a la senescencia del cultivo.
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Figura 19. Fluctuaciones del peso seco total de plantas durante 8 etapas fenoldgicas del maiz nativo azul, evaluado
en el periodo de mayo a diciembre del 2013, en la poblacién de Juchitepec, Edo. de México. Etapas
vegetativas (V2, V4, V9 y V12), etapas reproductivas (R1, R3, R5y R6).

El peso seco de raices (Figura 20) tuvo un aumento en la etapa fenoldgica R3, con
21.449, debido probablemente a la necesidad de la planta de una mayor absorcion de nutrientes

y agua que permitieran el llenado del fruto y anclaje de la planta.
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Figura 20. Fluctuaciones del peso seco de raices durante 8 etapas fenoldgicas del maiz nativo azul, evaluado en
el periodo de mayo a diciembre del 2013, en la poblacion de Juchitepec, Edo. México. Etapas vegetativas
(V2, V4, V9y V12), etapas reproductivas (R1, R3, R5y R6).
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Crecimiento y desarrollo en plantas de teocintle
Peso seco de plantas y raices
El peso seco total de las plantas de teocintle (Figura 21), aumentd considerablemente
durante las fases vegetativas y reproductivas de la especie. En la fase FVA se observd un
aumento considerable de biomasa con 119.83g, alcanzando el maximo de 227.65g en la fase
FRA; esto se debio a que la planta por su fisiologia forma tallos laterales (hijuelos) y a la vez

mazorcas, permitiendo asi el aumento de su biomasa.
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Figura 21. Fluctuaciones del peso seco total de plantas en cinco fases fenoldgicas del teocintle, evaluado en el
periodo de agosto a diciembre del 2013, en la localidad de Cocotitlan, Edo. de México. Fase vegetativa
inicial (FVI), fase vegetativa avanzada (FVA), fase reproductiva inicial 1 (FRI1), fase reproductiva
inicial 2 (FRI2) y fase reproductiva avanzada (FRA).

El peso seco de raices (Figura 22) mostré un comportamiento similar al peso seco total
(Figura 21). En la grafica se observa que la biomasa de raices aumento acorde al crecimiento
y desarrollo de la planta, teniendo el maximo valor de acumulacion de biomasa en la FRA con
22.45¢.
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Figura 22. Fluctuaciones del peso seco de raices en 5 fases fenoldgicas del teocintle, evaluado en el periodo de
Agosto a Diciembre del 2013, en la localidad de Cocotitlan, Edo. de México. Fase vegetativa inicial
(FVI), fase vegetativa avanzada (FVA), fase reproductiva inicial 1 (FRI1), fase reproductiva inicial 2
(FRI2) y fase reproductiva avanzada (FRA).
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Numero de hijuelos por planta

Las fluctuaciones del nimero de hijuelos (Figura 23) mostr6 un comportamiento
distinto a las demas variables; en la FVVA se observd un incremento notorio en el nimero de
hijuelos y esto se debe a que la planta pasa de la fase vegetativa a la fase reproductiva, por lo
tanto tiende a formar hijuelos, pero es en la FRA cuando la planta desarrollo el mayor nimero
de hijuelos alcanzando en promedio de 9 hijuelos por planta. Pero también se observa que de

la FVI a FVA existe un aumento evidente y disminuye drasticamente en la FRI.
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Figura 23. Fluctuaciones del nimero de hijuelos, en 5 fases fenoldgicas del teocintle, evaluado en el periodo de
agosto a diciembre del 2013, en la localidad de Cocotitlan, Edo. de México. Fase vegetativa inicial
(FV1), fase vegetativa avanzada (FVA), fase reproductiva inicial 1 (FRI1), fase reproductiva inicial 2
(FRI2) y fase reproductiva avanzada (FRA).

Numero de mazorcas por planta

El ndmero de mazorcas se encuentra estrechamente relacionada a las variables
anteriormente descritas. Durante las fases vegetativas de la planta, no hay aln presencia de
mazorcas, pero una vez que se inicia la fase reproductiva, se ve un incremento en el nimero de

mazorcas, presentandose en promedio 28 mazorcas por planta en la FRA (Figura 24).
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Figura 24. Fluctuaciones del nimero de mazorcas, en 5 fases fenoldgicas del teocintle, evaluado en el periodo de
agosto a diciembre del 2013, en la localidad de Cocotitlan, Edo. de México. Fase vegetativa inicial (FV1),
fase vegetativa avanzada (FVA), fase repro996ductiva inicial 1 (FRI1), fase reproductiva inicial 2 (FRI2)
y fase reproductiva avanzada (FRA).
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Definicion de las etapas fenoldgicas.

En el teocintle se definieron cinco fases fenologicas: fase vegetativa inicial (FV1), fase
vegetativa avanzada (FVA), fase reproductiva inicial 1 (FRI1), fase reproductiva inicial 2
(FRI2) y fase reproductiva avanzada (FRA), de acuerdo a la presencia y nimero de estructuras
vegetativas y reproductivas (Cuadro 14). En este trabajo se estan describiendo por primera vez

las fases fenoldgicas del teocintle Zea mays subsp. mexicana

Cuadro 14. Definicion de las fases fenoldgicas del teocintle (Zea mays subsp. mexicana) en una poblacion
silvestre ubicada en Cocotitlan, Edo. de México, 2013.

Fases fenoldgicas

FVI FVA FRI1 FRI2 FRA
No hijuelos Hijuelos No hijuelos . .
. Hijuelos con Hijuelos con
Caracteristicas y no pero no pero <10

<10 mazorcas >10 mazorcas
mazorcas mazorcas mazorcas

En maiz, las fases fenologicas de las plantas muestreadas se definieron con base en lo
propuesto por Ritchie y Hanway (1984; citado por Lafitte, 1993) y en esta investigacion
concordaron con las etapas vegetativas V2, V4, V9 y V12, y reproductivas R1, R3, R5 y R6 en
los correspondientes ocho muestreos y en teocintle se definicieron cinco fases fenoldgicas
descritas enteriormente. En el cuadro 15 se hace la comparacion de las etapas fenoldgicas

descritas para cada especie de planta.

Cuadro 15. Comparacidn de las etapas fenoldgicas definidas para maiz nativo azul y para el teocintle (Zea mays
subsp. mexicana)

Vegetativa 2 Vegetativa inicial
Vegetativa 4 Vegetativa avanzada
Etapas fenoldgicas Vegetativa 9 Reproductiva inicial 1

Fases fenoldgicas

del maiz nativo Vegetativa 12 . 55 Reproductiva inicial 2
- del teocintle
azul Reproductiva 1
Reproductiva 3 Reproductiva avanzada

Reproductiva 6

* De acuerdo a: Tollenaar y Kumudini (1998) y Ritchie y Hanway (1984; citado por Lafitte, 1991), % descritas en este trabajo
de investigacion.

Definicion de la especie de teocintle

La identificacion taxondmica de la especie, fue definida con el apoyo de la Dra. Heike
Vibrans del Departamento de Botanica del Colegio de Postgraduados. Con base en la
morfologia y la distribucion geografica de la poblacion silvestre de teocintle, se determiné que
el teocintle muestreado pertenece a Zea mays subsp. mexicana. Algunas caracteristicas

morfoldgicas distintivas de la especie, importantes en la identificacion taxonémica de la
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misma, se muestran en la Figura 25 y en la Figura 26 se observan diferentes coloraciones de

las semillas, de acuerdo al grado de madurez.
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Figura 25. Caracteristicas morfoldgicas consideradas en la identificacion de Zea mays subsp. mexicana. A: planta
completa de teocintle, B: inflorescencia masculina, C: Inflorescencia femenina y D: mazorcas
inmaduras.

Figura 26. Coloraciones en semillas, con diferentes grados de madurez, colectadas en la poblacién silvestre
ubicada en Cocotitlan, Edo. México; 2013. A: semillas inmaduras, B, C y D: madurez intermedia, E:
semillas maduras.
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Germinacion de la semilla

En la prueba de viabilidad de las semillas, se obtuvo un porcentaje de viabilidad del
50%. Al tercer dia, se observé la emergencia de la radicula a través de la envoltura de la semilla,
observandose también la formacion de los pelos radicales que permitirian a la plantula sujetarse
al sustrato y absorber agua y nutrientes. Posteriormente se observo la elongacion del
mesocotilo, empujando al coleoptilo y la formacion de las hojas. En la radicula de las nuevas
plantulas de teocintle (Figura 27), se aprecio una ligera coloracion rosa, posiblemente causada
por Fusarium spp.

i

Figura 27. Germinacion de semillas de teocintle, colectadas en la poblacion silvestre ubicada en Cocotitlan, Edo.
Meéxico, 2013.

Sintomas de enfermedades foliares causadas por organismos fitopatdgenos en plantas de
teocintle.

Durante los muestreos se observaron diversos sintomas y dafios foliares causados por
fitopatdgenos en plantas de la poblacion silvestre de teocintle. Cabe mencionar que no se
realizé la identificacion de los agentes causales; sélo se consider6 importante documentar que
también las plantas de teocintle son atacadas por diversos patdgenos en la parte aérea, asi como
también en las raices (Figura 28)

Figura 28. Sintomas y dafios cominmente observados en las plantas de teocintle, causados por diversos
organismos fitopatogenos foliares.

106



DISCUSION

Doebley (1984) sefiala que el género Zea consiste de pastos anuales y perennes,
incluyendo al cultivo del maiz y sus parientes silvestres (los teocintles) que son nativos de
Guatemala, Honduras y Meéxico. Guzman (1982) menciona que el maiz es la planta
monocotiledonea mas evolucionada de las gramineas y sus parientes silvestres anuales y
perennes son: Zea mays subsp. mexicana, Zea mays subsp. parviglumis. Zea luxurians, Zea
diploperennis y Zea perennis.

Por su parte, Doebley (1995) indica que las diferencias principales entre maiz y
teocintle son: a) ramas laterales alargadas terminadas en inflorescencia masculina en teocintle,
contra ramas laterales muy cortas terminadas en inflorescencias femeninas en maiz, b) las
glumas de la inflorescencia femenina estan altamente endurecidas y rodean el grano en el
teocintle, ¢) presencia de una inflorescencia (espiguilla) en maiz, contra espiguillas apareadas
en cada copilla, d) las espiguillas pistiladas disticas contra polisticas.

En la descripcion de la fenologia del maiz y de acuerdo a las descripciones de Ritchie
y Hanway (1984, citado por Lafitte, 1991) y Tollenaar y Kumudini (1998), en este trabajo se
identificaron 8 etapas fenologicas: V2, V4, V9, V12, Rl, R3, R5 y R6. En el caso del teocintle,
durante los muestreos realizados, se definieron cinco fases fenoldgicas de acuerdo al
crecimiento y desarrollo de las plantas: 1) Fase Vegetativa Inicial (FV1): Plantas sin hijuelos y
sin mazorcas, 2) Fase Vegetativa Avanzada (FVA): Plantas con hijuelos pero no mazorcas, 3)
Fase Reproductiva Inicial 1 (FRI1): Plantas con cero hijuelos pero menos de 10 mazorcas, 4)
Fase Reproductiva Inicial 2 (FRI12): Plantas con hijuelos y menos de 10 mazorcas y la 5) Fase
Reproductiva Avanzada (FVA): Plantas con hijuelos y més de 10 mazorcas.

Es importante sefialar que en teocintle se encontraron plantas que tenian hijuelos pero
no mazorcas, 0 viceversa, lo que podria indicar que en esta poblacion que ha persistido por
afios en ese lugar y ha convivido con el maiz por muchos afios, exista intercambio genético con
el maiz, que ha dado lugar a individuos hibridos. Ellstrans et al. (2007) mencionan que los
hibridos entre el maiz y el teocintle, a menudo se producen cuando las dos poblaciones de
plantas son simpatricas (se encuentran dentro de la misma area geografica) en México. En
2007, Ellstrans et al. realizaron un trabajo para medir la tasa de hibridacion entre especies de
teocintle con el maiz, teniendo como resultados que el maiz y Zea mays subsp. mexicana se
hibridan de forma natural a una tasa baja (<1%), mientras Zea mays subsp. parviglumis se
hibrida con el cultivo a una tasa elevada (»50%). Por otra parte, Lingzhi et al. (2008) crearon
un nuevo germoplasma de maiz usando la introgresion de Zea mays subsp. mexicana, donde

los resultados obtenidos indicaron que algunas de las lineas con introgresion presentaban
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excelentes caracteristicas agrondmicas y capacidad de combinacion para cultivar maiz,
demostrado que Zea mays subsp. mexicana puede ser una fuente valiosa para el mejoramiento
del maiz, y podria utilizarse para ampliar y enriquecer los germoplasmas de maiz. Sin embargo,
debido a la poca informacién sobre su utilidad agricola y ganadera existen algunas especies
que estan en peligro de extincion (Bedoya y Chavez, 2010), por lo tanto hay necesidad de
proteger su germoplasma para las futuras generaciones (de Lange et al., 2014). Debe explicarse
que bajo las condiciones naturales en que se llevo a cabo este estudio, sin alterar ninguna de
las actividades propias de la parcela comercial del cultivo de maiz ni del &rea en donde se ubicé
a la poblacion silvestre de teocintle, las diferencias que se reportan y dentro de las limitaciones
consideradas, estas diferencias son inherentes a cada una de las especies, sin que ello indique
gue una es mejor que la otra en alguna de sus caracteristicas bioldgicas y/o estrategias
ecologicas. Es asi que los resultados muestran que las diferencias morfologicas en ambas
especies de plantas son muy evidentes, sobre todo en las etapas reproductivas. La produccion
de biomasa total por planta fue mayor en maiz que en teocintle; sin embargo, la biomasa radical
por planta fue mayor en teocintle que en maiz. El sistema radical del maiz ain cuando durante
todo su ciclo fenologico mostro raices dafiadas por pudriciones, tuvo una mayor cantidad de
raices aparentemente sanas, con tejido fresco de color amarillo cremoso, en comparacion con
el sistema radical del teocintle que durante todas las fases fenoldgicas present6 gran parte de
las raices de color gris, secas y lefiosa, otras con pudriciones café oscuras y muy pocas con
apariencia sana. En promedio, una planta de maiz nativo azul produce solamente una mazorca
de gran tamafio, y 304 semillas por mazorca; mientras que una planta de teocintle Zea mays
subsp. mexicana produce 28 mazorquitas en promedio, de tamafio pequefio y con sélo 8 semilas
por mazorca.

Debe indicarse que la estructura y densidad poblacional de las dos especie de plantas
aqui estudiadas son muy diferentes y son inherentes a su propio estado de cultivo o de poblacion
silvestre, por lo que para conocer de manera precisa y de forma comparativa el efecto que
pueden tener los hongos fitopatdégenos de las raices en el desarrollo y crecimiento del maiz
nativo y del teocintle, se requiere de un estudio epidemiolégico espacio-temporal a largo plazo,

y con mayor profundidad en la biologia y ecologia poblacional de estas especies.
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CONCLUSIONES
Es de relevancia el estudio y conservacion de las especies silvestres de las plantas
cultivadas, ya que son un importante reservorio genético para el mejoramiento de las mismas;
pero también represenan una fuente importante de microorganismos benéficos que tienen

aplicacion potencial en el mejor desarrollo de las especies vegetales y de los agroecosistemas.

Se requiere de un estudio epidemioldgico espacio-temporal a largo plazo, y con mayor
profundidad en la biologia y ecologia poblacional del maiz nativo y del teocintle, para conocer
de manera precisa y de forma comparativa el efecto que pueden tener los hongos fitopatdgenos

de las raices en el desarrollo y crecimiento de ambas especies.
Es probable que haya hibridacion entre el maiz nativo azul y la especie de teocintle Zea

mays subsp. mexicana, en la poblacion ubicada en Cocotitlan, Edo. de México, y se debe

considerar como un proceso favorable para la diversidad de especies de maiz.
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