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DETECCION E INCIDENCIA DEL FITOPLASMA Maize Bushy Stunt Y SU
RELACION CON EL RENDIMIENTO EN MAIZ EN EL ESTADO DE VERACRUZ,
MEXICO
Alcantara Mendoza Susana, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2009

Una nueva enfermedad del maiz aparecio en el estado de Veracruz, México durante
2003-2004. Sintomas de amarillamiento, enrojecimiento y posterior quemado de hojas,
proliferacion de mazorcas, jilotes raquiticos, falta de fecundacién y granos vanos fueron
parte del sindrome de la enfermedad. El fitoplasma Maize Bushy Stunt (MBS) se
identifico por PCR se detectd en plantas con los sintomas antes descritos, en los
municipios de Tlalixcoyan, Cosoleacaque y Paso de Ovejas en 2006 y 2007. Los
genotipos CP-562, 30F83, 30F92, Orca, 30F96, Nutria y Asgrow 7573 resultaron
positivos a la presencia del MBS, mientras que en 3086, 30F97 y CP-560 no se detectd
la presencia del MBS en una plantacion experimental en plantas sintomaticas en
Tlalixcoyan, Ver. en 2006 y 2007. La mayor incidencia se presentd en los genotipos
30F83 (27%), AS7573 (21%) y 30F97 (21%) con una severidad de 0.29, 0.14 y 0.15
respectivamente. Los genotipos con mayor rendimiento en peso de semilla fueron
ORCA (4714 kg ha'), AS-7573 (5445 kg ha™'), y 39F97 (4062 kg ha™). Hubo
correlacion positiva de la incidencia con la severidad de la enfermedad (r=0.69), la
incidencia con el numero de mazorcas enfermas (r=0.43) y de la severidad con la
disminucién en peso de semilla sana (r=0.51). La identificacion del MBS se confirmé
mediante secuenciacién directa. La secuencia fue depositada en el Genbank y mostré
una homologia de 99% con el genoma del MBS. Otros sintomas como pudricion
vascular en tallo, franjeado foliar, necrosis en la vaina de la hoja, manchas blancas en
las bracteas, necrosis de la nervadura central y deformacion del jilote también fueron
observados como parte del sindrome de la enfermedad y se encontraron asociados a

bacterias, cuyos resultados se reportaran por separado.

Palabras clave: Maize Bushy Stunt, PCR, incidencia, resistencia genética, genomay

homologia.



DETECTION AND INCIDENCE OF Maize Bushy Stunt FITOPLASMA AND ITS
RELATION WITH MAIZE YIELD IN THE STATE OF VERACRUZ, MEXICO
Alcantara Mendoza Susana, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2009

A new disease of maize appeared in Veracruz, Mexico during 2003-2004. Yellowing,
reddening and leaf necrosis, proliferation and poor growth of corncobs, lack of
pollination and vain grain were part of the syndrome of the disease. The Maize Bushy
Stunt (MBS) phytoplasma identified by PCR was detected in plants with these
symptoms from Tlalixcoyan, Cosoleacaque and Paso de Ovejas countries in 2006 and
2007. MBS phytoplasma was detected in the maize genotypes CP-562, 30F83, 30F92,
Orca, 30F96, Nutria and Asgrow 7573, whereas it was negative in 3086, 30F97, and
CP-560 in an experimental plot in Tlalixcoyan, Veracruz, México in 2006 and 2007. The
greatest incidence appeared in the genotypes 30F83 (27 %), AS7573 (21 %) and 30F97
(21 %) with a severity of 0.29, 0.14 and 0.15 respectively. Highest yield of seed was
obtained in genotypes. ORCA (4714 kg ha™"), AS-7573 (5445 kg ha™") and 39F97 (4062
kg ha'). Positive correlation was obtained between incidence and severity of the
disease (r=0.69), incidence and number of symptomatic ears (r=0.43) and severity with
decrease in weight of healthy seed (r=0.51). The identification of the MBS was
confirmed by direct sequence. The sequence was deposited in the Genbank and proved
to have a 99 % similarity with MBS genome. Other symptoms like stem rot, leaf stripes,
leaf pod necrosis, white spots on the bracts, necrosis of the central vein and
deformation of corncobs were also observed as part of the disease syndrome, but

associated with bacteria, whose results will be published separately.

Key words: Maize Bushy Stunt, PCR, incidence, genetic resistance, genome and

homology.
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I. INTRODUCCION

En 2003 se presentd una enfermedad de etiologia desconocida en plantaciones de
maiz Asgrow 7573 en los municipios de Tlalixcoyan, Cosoleacaque, Piedras Negras y
Paso de Ovejas, Veracruz. La enfermedad se caracterizd6 por sintomas de
amarillamiento, enrojecimiento (puede o no presentarse) y posterior quemado de hojas
(tizon foliar), secado de la planta, proliferacion de mazorcas, jilotes raquiticos, falta de
fecundacion y granos vanos, pudricién vascular en el tallo, franjeado foliar, necrosis en
la vaina de la hoja y manchas blancas en la bractea, necrosis en la nervadura central y
deformacion del jilote (Figura 1, 2 y 3). El sintoma de amarillamiento comenzé en el
margen de las hojas inferiores, avanz6 hacia las hojas superiores y se expandio al
resto del follaje; posteriormente las hojas se tornaron de rojo a purpura. Las plantas
presentaron altura reducida y proliferacion de mazorcas con deficiente o nula
fecundacion. Los granos de la mazorca fueron pequefos y con deficiente desarrollo.
Las hojas se secaron de la punta a la base y la planta de maiz de la base hacia el

apice.

Los sintomas iniciaron en la etapa de floraciéon y terminaron con el secamiento total y
muerte de la planta en la etapa del llenado de grano. Las mazorcas pequefas y con

granos vanos no fueron comerciables.

Los sintomas encontrados en la presente investigacion fueron atribuidos a diferentes
patdgenos. Gijon et al., 2008 identificaron a la bacteria Burkolderia gladioli en plantas
con sintomas de manchas pequefas, amarillo blanco que se unieron para formar
franjas secas necréticas sobre las hojas, putrefaccidn y necrosis de la base de hoja
bandera, enrollamiento hacia el haz y desecacién, presencia ocasional de
enrojecimiento y putrefaccion en la corona de los tallos y en la base de los granos, y

achaparramiento de la planta.



Figura 1. A) amarillamiento foliar. B) achaparramiento de la planta, enrojecimiento y rayado
foliar. C) hojas secas y D) proliferacion de mazorcas, sintomas asociados al
fitoplasma Maize Bushy Stunt en Veracruz, México, 2007.



Figura 2. E) jilote raquitico, F) mazorca de maiz con granos vanos y falta de fecundacion
G) pudricion vascular del tallo de maiz H) franjeado foliar de maiz, sintomas
asociados al fitoplasma Maize Bushy Stunt en Veracruz, México, 2007.



Figura 3. 1) Necrosis en la vaina de la hoja de maiz, J) manchas blancas en las
bracteas del elote de maiz, K) necrosis de la nervadura central y L)
deformacion del jilote de maiz, sintomas asociados al fitoplasma Maize
Bushy Stunt en Veracruz, México, 2007.



Sintomas de manchas foliares irregulares, verde oscuro de aspecto humedo, y con un
halo amarillento fueron atribuidos a Pantoea ananatis. En sintomas avanzados las
manchas adquirieron un color blanco grisaceo y la hoja se torno rojiza (Gijon, datos por

publicar.). Las lesiones avanzadas terminan en la muerte del tejido.

El sintoma de rayado foliar fue atribuido a la presencia de la bacteria Acidovorax
avenae subs. avenae. Los sintomas del rayado foliar fueron hojas con manchas
acuosas, de forma irregular, limitadas por las nervaduras, que al unirse en estados
avanzados de la enfermedad, se extendieron a lo largo de la hoja formando un rayado
de color pajizo a blanco. El tejido frecuentemente presenté desgarramiento. Las hojas
enfermas que envolvieron a la espiga le ocasionaron pudricion (Gijén, datos por

publicar).

Por la semejanza de algunos de los sintomas de la enfermedad en estudio con los del
fitoplasma Maize Bushy Stunt (MBS por sus siglas en inglés), la presente investigacion
se concentro en dilucidar la posible participacion del MBS como agente involucrado en
esta enfermedad del maiz en Veracruz, mediante la deteccion de su presencia,

incidencia y asociacion con el rendimiento del cultivo.

Los sintomas de enrojecimiento foliar y proliferacion de mazorcas son similares a los
que causa el fitoplasma MBS (Nault, 1980 y CIMMYT, 2004). Los sintomas causados
por el MBS incluyen clorosis en los margenes de las hojas, enrojecimiento en las
puntas de las hojas mas viejas, presencia de numerosos brotes axilares y basales,
formaciéon de mazorcas estériles, mazorcas con diametro y tamano de grano reducido y
plantas con sistema radical reducido (CIMMYT, 2004, Nault, 1998). Spiroplasma
kunkelli también causa enrojecimiento foliar en maiz pero no tan extenso como el
producido por el fitoplasma MBS. S. kunkelli causa pequeias manchas cloréticas en la
base de las hojas jovenes hasta formar rayas que se amplian hasta las puntas y
pueden afectar hojas enteras. A bajas temperaturas, la base de las hojas superiores

muestran amarillamiento y enrojecimiento (Nault, 1980).



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Colecta de material vegetal

Muestras de plantas enfermas se colectaron en los municipios de Cosoleacaque,
Tlalixcoyan y Paso de Ovejas, Veracruz, con base en los sintomas descritos por los
agricultores de cada region. De 14 parcelas se tomaron 30 muestras de plantas con
sintomas de enrojecimiento en el margen de las hojas, amarillamiento y franjeado en
hojas jovenes del estrato medio y completamente desarrolladas, pudricion y
proliferacion de mazorcas (Cuadro 1). Las inflorescencias verdes y hojas delgadas en
posicion verticilar arrosetada parecen ser sintomas no registrados previamente, por lo

que se colectaron para detectar la presencia de fitoplasmas (Figura 4).

Los muestreos se efectuaron en el ciclo primavera-verano 2006 en Paso de Ovejas,
ciclo invierno 2006-primavera 2007 en Tlalixcoyan y ciclo otofio-inverno 2006 en
Cosoleacaque. ElI numero de muestras colectadas en cada parcela varié de 1 a 30,
dependiendo de la frecuencia de plantas con sintomas. Cada muestra consistié de
hojas y raices adventicias de plantas enfermas. El total de muestras colectadas fue de
120.

Cuadro 1. Sintomas asociados al fitoplasma Maize Bushy Stunt observados en plantas
de maiz Asgrow 7573 durante el ciclo 2006-07 en tres municipios de

Veracruz.

Municipio Sintomas

Cosoleacaque Amarillamiento y enrojecimiento foliar, acortamiento de entrenudos,

tallo delgado y con o sin proliferacién de mazorcas

Paso de Amarillamiento y enrojecimiento en el margen de las hojas y con dos a
ovejas tres mazorcas distribuidas uniformemente en la planta
Tlalixcoyan Tallo delgado con amarillamiento foliar, enrojecimiento en el borde de

las hojas, proliferacion de mazorcas en la misma yema reproductiva.
Hojas en las bracteas (Figura 4A). Bracteas en forma de hojas en

posicion arrosetada, abiertas con una inflorescencia verde (Figura 4B)




Las muestras de maiz colectadas en las tres zonas de muestreo pertenecian al

genotipo Asgrow 7573.

Figura 4. Plantas de maiz en Tlalixcoyan, Ver. con sintomas de A) Proliferacion de mazorcas con hojas
en las bracteas. B) Hojas arrosetadas con inflorescencia verde.

2.2 Deteccion de virus

Cincuenta muestras con sintomas se sometieron a la técnica serologica de
inmunoabsorcion enzimatica ELISA (Crowther, 2001), para la deteccién del virus
moteado clorético del maiz (MDMV) y del virus del enanismo clorético del maiz
(MCDV), con el antisuero y el protocolo de AGDIA®. Cada placa de ELISA incluyo
muestras duplicadas con un testigo negativo (planta sana), un testigo positivo
(AGDIA®) y un testigo con buffer de extraccion. La lectura de las placas de realizaron
en un lector marca Dynatech® MR700, con filtro de 405 nm y se analizaron en funcion
de la absorbancia. Se considerd positiva toda muestra cuyo valor promedio de
absorbancia de las repeticiones resultd superior al triple de los valores promedio de la
absorbancia de los testigos negativos, debido a que este valor representa un rango de
error de 1% de falsos negativos y un 7% de falsos positivos, de acuerdo con Sutula et

al., (1986) en su analisis para la interpretacién de resultados de en la técnica ELISA.



2.3 Microscopia de fluorescenciay DAPI

Hojas con sintomas de la enfermedad se lavaron con agua y detergente y se
enjuagaron con agua destilada; posteriormente se trataron con hipoclorito de sodio al
4% y se enjuagaron con agua destilada. Las hojas fueron cortadas en fragmentos de
0.5 cm?y se fijaron en glutaraldehido al 5% en amortiguador de fosfatos 0.1M, pH 7.0,
por 3 horas. El tejido fijado se seccion6 en cortes longitudinales de 25 ym de grosor
con un micrétomo de congelaciéon (A.O. Instrument Co.) y se procesaron por el método
de Seemdller (1976). Los cortes se colocaron sobre un portaobjeto y se tifieron con
azul de anilina; después de 15 minutos se decanto el colorante, se agrego el DAPI (4,
6—diamino-2-fenilindol-2HCI) 1 mg/mL de amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.0) y a
los 20 minutos se observaron en un microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss, modelo
Axiolab) con lampara de mercurio HBO de 50 W y a longitud de onda de 365 nma 40y
100 X. La presencia de acido nucleico diferente al de la planta se evalu6 indirectamente

por la intensidad de la fluorescencia observada en el floema.
2.4 Deteccion de fitoplasmas por PCR

2.4.1 Extraccién de acidos nucleicos
Hojas y raices adventicias se usaron para extraer DNA total por el método Plant DNA-
Zol®. Las raices adventicias se lavaron con agua corriente para eliminar los residuos
de suelo y se enjuagaron con agua destilada. El tejido vegetal de las muestras de raiz y
hoja se colocé en un mortero estéril y se congelé a -70°C por 5 horas. El tejido
congelado se tritur6 con un pistilo congelado y se transfirio 0.1 g de la muestra
compuesta a un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se adicioné 300 ul del reactivo Plant DNA-
Zol®. La suspension se incubo por 5 minutos a temperatura ambiente en agitacion. La
suspension se mezclé con 300 ul de cloroformo y se agitdé vigorosamente por 20
segundos. Se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos en agitacién y se
centrifugé a 12000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo
eppendorf estéril de 1.5 pl y se adicion6 250 ul de etanol absoluto frio (-8°C). Se
mezclé por inversion de 6 a 8 veces y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente.

La mezcla se centrifugd a 6500 rpm por 7 minutos y se tiré el sobrenadante. La pastilla



se lavo adicionando 300 pl de etanol al 75% y se centrifugd a 6500 rpm por 5 minutos.
El sobrenadante se elimind y la pastilla se resuspendié en 50 pl de agua desionizada
estéril libre de DNAasas y RNAasas (Gibco).

La calidad del DNA se determin6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
El DNA obtenido fue almacenado a 4°C.

2.4.2 Condiciones de deteccién de fitoplasmas
La deteccién de fitoplasmas se realiz6 mediante la técnica de reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Los iniciadores universales se utilizaron
para detectar la presencia de fitoplasmas en el DNA total y en las muestras que
resultaron positivas se usaron iniciadores especificos para detectar la presencia del
fitoplasma MBS.

2.4.3 Iniciadores universales para fitoplasmas
La PCR inicié con el par de iniciadores universales P1 (5-AAG AGT TTG ATC CTG
GCT CAG GAT-3’) (Deng y Hiruki, 1991) y P7 (5- CGT CCT TCA TCG GCT CTT-3)
(Smart et al., 1996), derivados del RNA ribosomal (RNAr) 16S vy dirigidos a la regién del
gene DNAr 16S y parte de la region espaciadora intergénica, ubicada entre los genes

ribosomales DNAr 16S y 23S y que amplifican un producto de 1800 pares de bases
(pb).

La mezcla final de reaccién de PCR consistio en 2.5 mM MgCl, (5 L), buffer de
reaccion de PCR 1X (5 yL), 200 mM de mezcla de dNTP’s (1 uL), 0.2 mM por cada
iniciador (2 uL), 2.5 unidades de Tag DNA polimerasa (1 pL), 2 yL de DNA (20-200
ng/uL) y agua destilada estéril libre de DNAasas y RNAsas Gibco® (32.5 pL) para un
volumen final de 50 pL. La reaccion de PCR se llevd a cabo en un termociclador
automatico, (Gene Amp. 24000, Perkin Elmer). El programa de termociclaje se realizé
de acuerdo a lo reportado por Cervantes et al., (2004): desnaturalizacion inicial a 94°C

por 3 minutos un ciclo, desnaturalizacidon a 94° C por 2 minutos, alineamiento: 55°C por



1 minuto, extension a 72°C por 3 minutos por 35 ciclos y un solo ciclo para la extensién

final a 72°C por 7 minutos.

2.4.4 Amplificacion anidada
El producto que se obtuvo de la amplificacion con los iniciadores P1/P7 fue sometido a
reamplificacién con los iniciadores universales R16F2n (5 -GAA ACG ACT AAG ACT
GG-3) y R16R2F (5'- TGA CGG GCG GTG TGT ACA CCC G-3’), que amplifican un
fragmento de 1200 pb de longitud (Lee et al., 1993) bajo las mismas condiciones en

que se realizo la primera amplificacion.

Los productos de PCR (10 ul) se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%. Los segmentos de DNA se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta

(Bio Imagin System Mini Bis Pro) y se fotodocumentaron.

2.4.5 Iniciadores especificos
Los iniciadores especificos que se usaron para la amplificacion del DNA del MBS
fueron MBSF1 (5’-AA TGT CGA ACT AAC AGG CGG-3’) y MBSR1 (3-GGT TTT GGT
TTA GCG GTT-5’) (Barros et al., 2001) que consisten en una secuencia parcial de un
fragmento clonado de DNA gendmico del fitoplasma MBS para obtener un producto del
DNA sintético con 740 pb.

La mezcla final de reaccion de PCR (50 pL volumen total) consistié en 2.5 mM MgCl; (5
pL), buffer de reaccién de PCR 1X (5 uL), 200 mM de mezcla de dNTP’s (1 pL), 0.2
mM por cada iniciador (2 pL), 2.5 unidades de Tag DNA polimerasa(0.5 yL), 2 uL de
DNA (20-200 ng/uL) y agua destilada estéril libre de DNAasas y RNAsas Gibco® (31.5
uL). La reaccion de PCR se llevé a cabo en un termociclador automatico (Bio Rad®)
con las condiciones de temperatura reportadas por Harrison et al., (1996): temperatura
de desnaturalizacion inicial a 94°C por 1 min y 35 ciclos de temperatura de
desnaturalizacion de 94°C por 1 minuto, anillamiento a 57°C por 2 min y extension a
72°C por 3 min (7 min en el ciclo final). Los productos de PCR (10 pl) se analizaron por

electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se fotodocumentaron.



El testigo positivo que se us6 en la reaccidén de PCR con iniciadores universales y
especificos consistio de una muestra de DNA del fitoplasma MBS, donada por el Dr.
Robert Davis de la Universidad of California, Davis. El testigo negativo fue agua

destilada estéril libre de RNAsas y DNAsas.

2.4.6 Secuenciacion de nucleotidos

Los productos de PCR se purificaron con el reactivo de Wizard® SV (Promega
Corporation, USA). Los fragmentos se secuenciaron en el Instituto de Fisiologia celular
de la Universidad Autbnoma de México, en un secuenciador automatico de DNA
(Genetic Analyzer 3100, Applied Biosystem Corp). Las secuencias obtenidas se
alinearon con las secuencias disponibles en la base de datos del GenBank, utilizando
el método BLAST (NCBI, 2007. http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/, consulta abril
2008).

2.5 Incidencia, severidad y distribucion de la enfermedad

2.5.1 Incidencia
Trece parcelas de maiz en etapa de espiga con sintomas de amarillamiento y
enrojecimiento foliar, proliferacion de mazorcas y reduccion de entrenudos se
localizaron para evaluar la incidencia de los sintomas en los municipios de Tlalixcoyan,
Cosoleacaque y Paso de Ovejas, Ver. (Cuadro 3). En cada parcela se seleccionaron 10
puntos en forma de zigzag y en cada punto se eligié un surco al azar. De diez plantas
continuas por surco se conté el numero de plantas con sintomas de la enfermedad y se
calculé el porcentaje de incidencia. El porcentaje de incidencia en la parcela se obtuvo
promediando el porcentaje de incidencia en cada punto. De cada planta con sintomas
se muestrearon hoja y raices adventicias para la deteccion molecular del patégeno. Las
parcelas con plantas sintomaticas de achaparramiento se georeferenciaron con el
sistema de posicionamiento global (GPS38 personal navigator), con el fin de localizar la

ubicacion de la enfermedad en la region.



2.5.2 Severidad
La severidad de la enfermedad se midi6 utilizando una escala visual arbitraria de los
sintomas. La escala se gener6 mediante un recorrido a las parcelas afectadas y en
base a los sintomas encontrados, se seleccionaron diferentes clases de sintomas:
Clase 0: Planta sana, Clase 1: Planta de altura normal con hojas de bordes
enrojecidos, Clase 2: Planta chaparra con hojas de bordes enrojecidos, Clase 3:
Plantas de altura normal con proliferacion de mazorca, Clase 4: Planta chaparra con
proliferacion de mazorca, Clase 5: Plantas de altura normal con hojas de bordes
enrojecidos y proliferacién de mazorca y Clase 6: Planta chaparra con hojas de bordes
enrojecidos y proliferacion de mazorca. El enrojecimiento de la hoja se considerd desde
un ligero enrojecimiento acompanado de clorosis marginal, hasta un enrojecimiento

marcado en el borde o en la totalidad de la hoja.

En una parcela de maiz del genotipo Asgrow 7573, establecida en el municipio de
Tlalixcoyan, a 18° 42.892' latitud norte y 96° 07.401' longitud oeste se valido la escala
disefiada y se diagnostico la severidad de la enfermedad durante el ciclo de cultivo
primavera-verano 2007. En el centro de la parcela se eligieron 26 surcos continuos y 26
plantas por surco y se conto la severidad de cada planta y la posicion de la planta en el
surco. El mapa de distribucién y severidad de la enfermedad dentro de la parcela se
elabordé con el programa Surfer. La severidad de cada planta se representd con la

escala establecida.

2.5.3 Distribucién
La distribucion de la enfermedad dentro de la parcela se determind con un muestreo
dirigido. En el centro de la parcela se eligieron 26 surcos continuos y 26 plantas por
surco. En cada surco se determind la localizacion de cada planta sintomatica mediante
el registro del numero de surco y el numero de planta enferma y el mapa de distribucién

de la enfermedad se elaboré con el programa Surfer.



2.6 Incidencia y rendimiento

La incidencia del sindrome de la enfermedad se estudié en 52 genotipos de maiz en
una parcela experimental en el Campus Veracruz del Colegio de Postgraduados en el
municipio de Manlio Fabio, Ver. en 2005 (Cuadro 2), ubicada a los 19°09’ de latitud
Norte y 96°20’ de longitud oeste a 44 msnm. El clima en la regién es Awo (w) (i)gw”,
tropical lluvioso regular con temperatura promedio de 25°C y precipitacion pluvial media
anual de 909 mm (Garcia, 1987).

De los 52 genotipos se seleccionaron siete ordenados de mayor a menor incidencia;
30F83, 30F92, 30F96 y 30F97 de la empresa comercial Pioneer, CP-560 del Colegio
de Posgraduados y Nutria y Orca de la empresa Monsanto. Se incluyeron los genotipos
3086 de Pioneer a sugerencia de la empresa, CP-562 por su alto rendimiento y por ser
comercializada en la zona de Manlio Fabio y Paso de ovejas, y Asgrow 7573 en el cual
se encontro la enfermedad. Los genotipos seleccionados se sometieron a un estudio de
incidencia de sintomas de amarillamiento y enrojecimiento foliar, reduccién de
entrenudos y proliferacién de mazorcas en 2007, en una parcela experimental que se
planté en la localidad de Moralillo, municipio de Tlalixcoyan ubicada 18° 42.892' latitud
norte y 96° 07.401' longitud oeste, con un clima en la region Aw2 (w) (i")gw” que
corresponde a un clima calido subhumedo (el mas humedo de los subhumedos) con
lluvias en verano, con cociente de precipitacion mayor a 55.3 mm, con temperatura

media anual de 26°C y con precipitacion pluvial media anual de 1,532 mm.

La siembra de maiz se realizé en dos ciclos invierno 2006-2007, (Noviembre a Marzo) y
primavera 2007 (Abril a Agosto). El disefo experimental fue en bloques al azar con
cuatro repeticiones en surcos de 5 metros de largo y 0.8 metros entre surcos, con una
densidad de poblacién de 5 plantas por metro cuadrado. Cada repeticidn consistio de 8
metros cuadrados. A los 72 dias después de la siembra se colectaron muestras
compuestas por genotipo con plantas que mostraban sintomas de enrojecimiento foliar

y clorosis marginal.



Cuadro 2. Evaluacién de 52 genotipos de maiz asociados a sintomas del
achaparramiento del maiz en el Campus Veracruz del Colegio de
Postgraduados en el municipio de Manlio Fabio, Ver. 2005.

Genotipo Incidencia (%) Genotipo Incidencia (%)
1.-Naya 39 35.4842 27 .-Chiapas 223 9.678 abcde
2.-Tamaulipas 8 33.871 ab 28.-Trin GP 1 9.678 abcde
3.-Oaxaca 54 32.258 abc 29.-Oaxaca 57 8.065 abcde
4.-Chiapas 236 30.654 abcd 30.-Morelos 3 8.065 abcde
5.-Oaxaca 52 29.033 abcde 31.-Guerrero 8 6.452 abcde
6.-Coahuila 40 29.032 abcde 32.-Michoacéan 200 6.452 abcde
7.-Sinaloa 6 25.807 abcde 33.-México 210 6.452 abcde
8.-Jalisco 263 24 194 abcde 34.-San Luis Potosi 78 6.452 abcde
9.-Chiapas 110 24.194 abcde 35.-VS536 6.542 abcde
10.-Guerrero 153 22.581 abcde 36.-Cuba 124 6.452 abcde
11.-Oaxaca 48 22.581 abcde 37.-Peru 5 4.839 bcde
12.-Oaxaca 50 20.968 abcde 38.-Cuba 94 4.839 bcde
13.-Chiapas 196 20.968 abcde 39.-Taba 1 4.839 bcde
14.-Chihuahua 15  20.968 abcde 40.-30F97 3.226 cde
15.-Oaxaca 70 19.357 abcde 41.-SLP 105 3.226 cde
16.-Jalisco 99 19.355 abcde 42.-30F96 3.226 cde
17.-Coah 7 19,355 abcde 43.-30F83 1.613 de
18.-Guerreo 9 16.129 abcde 44 .-Ver 225 1.613 de
19.-Jalisco 262 16.129 abcde 45.-Jalisco 281 1.613 de
20.-Chiapas 113 14.516 abcde 46.-Orca 1.613 de
21.-Oaxaca 11 12.904 abcde 47 .-Hidalgo 34 1.613 de
22.-Morelos 15 12.904 abcde 48.-Nutria Oe
23.-Puebla 196 12.903 abcde 49.-H520 Oe

24 -Oaxaca 51 12.903 abcde 50.-30F92 Oe
25.-Oaxaca 179 11.291 abcde 51.-30F94 Oe
26.-Puebla 200 11.290 abcde 52.-CP560 Oe

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales, Tuckey (a < 0.05)



Las variables evaluadas fueron: Rendimiento (RTO)= Peso total en mazorca por
hectarea, numero de mazorcas totales por hectarea (MAZTOT), numero de mazorcas
con apariencia enferma (MAZENF), numero de mazorcas enfermas (podridas, sin
desarrollar o con presencia de granos vanos) con respecto al total de mazorcas
expresado en porcentaje (DISMAZ), rendimiento por hectarea en peso de semilla
(PSEM), peso en semilla de mazorcas enfermas por hectarea (PESENF), peso en
semilla de mazorcas con apariencia sana menos peso de semilla de mazorcas con
apariencia enferma (DIFPES), disminucion del rendimiento en semilla (Peso en semilla
enferma con respecto al peso de semilla sana expresado en porcentaje, numero de
plantas enfermas con respecto al total de plantas por hectarea (INC), severidad
(SEVER) suma del grado de severidad (de 0 a 6 de acuerdo a la escala propuesta) de
cada planta con sintomas dividido entre el numero de plantas enfermas, aspecto de la
planta en escala de 5 a 1 (ASPEC), donde 5 fue aspecto sano, 4 aspecto
medianamente sano,3 aspecto medianamente enfermo, 2 aspecto con mas del 75%
enfermo y 1 aspecto totalmente enfermo. La incidencia de la enfermedad se evalud en
etapa de floracién en el ciclo invierno 2006-2007, y en etapa de llenado de grano en el

ciclo primavera 2007 (Abril a Agosto).

Los datos de incidencia se analizaron usando los procedimientos GLM y CORR
(Statistical Analisis System SAS, 1999). La comparacion de medias entre variables

evaluadas se efectué mediante la prueba de Tukey con un a < 0.01.

IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Deteccion de virus

Muestras de plantas sintomaticas del genotipo Asgrow 7573 que se colectaron en los
tres municipios y de los genotipos de maiz establecidos en el lote experimental
resultaron negativas por ELISA a la presencia del virus moteado clorético del maiz
(MDMV) y al virus del enanismo clorético del maiz (MCDV).



3.2 Microscopia de fluorescencia y DAPI

La fluorescencia de acidos nucleicos en el floema de 30 de 50 plantas de maiz con
sintomas de la enfermedad se observd azul intenso, dentro de los tubos cribosos del
floema, debido a la coloracidén especifica de las bases de adenina y timina que se
encuentran en mayor cantidad en los fitoplasmas, similar a lo consignado por Davis and
Sinclair, 1998. La fluorescencia no se observo en todos los cortes de floema de
muestras de plantas con sintomas de la enfermedad, ya que no todo el floema de una
planta contiene fitoplasmas a niveles detectables por este método (Gibb et al., 1995).
No se observo fluorescencia en 10 plantas asintomaticas utilizadas como testigo

negativo.

Fluoréscencia

Xilema

Figura 5. Corte longitudinal de hojas de plantas de maiz enfermas tefido con DAPI (4,6-diamino-2-
fenilindol-2HCI), en el que se observa fluorescencia de fitoplasmas. Imagen con incrementé a
40X.

La distribucion desuniforme de los fitoplasmas en la planta, suele ser una desventaja
en la aplicacion de la técnica de fluorescencia, (Lee et al., 1993), porque el area de
tejido a analizar es muy pequena y es posible tomar tejido donde no se encuentren
fitoplasmas, a pesar de los sintomas. Esta técnica no es una prueba suficiente para
demostrar la presencia de fitoplasmas cuando el resultado es negativo, sin embargo en
el presente estudio la evidencia es positiva ya que si se detectaron en el floema de

maiz (Figura 5).



3.3 Deteccion de fitoplasmas por PCR

3.3.1 Iniciadores universales y amplificacion anidada
La presencia de fitoplasmas no se detectd con el par de iniciadores universales P1/P7
en las muestras de plantas sintomaticas de Cosoleacaque, Tlalixcoyan y Paso de
Ovejas; sin embargo productos especificos de fitoplasmas de aproximadamente 1.2 kb
se obtuvieron al utilizar los iniciadores R16F2n/R16R2 en una amplificacién anidada
(Figura 6). Cervantes et al., (2004) reportaron que en una amplificacion directa de
muestras positivas de fitoplasmas que causan la pigmentacion de flores y tallos de
Alstroemeria, no se observé la amplificacion del fragmento deseado por electroforesis
hasta que fueron sometidas a una segunda amplificacion anidada con el par de
iniciadores P1/Tint, sin embargo muestras de hojas de Vinca que se emplearon en la
misma reaccion si evidenciaron la presencia en la amplificacion directa y en la
amplificacion anidada. Al respecto Cervantes et al., (2004) reportaron que la
concentracion de fitoplasmas podria, en algunos casos, estar en niveles no detectables

para que la amplificacién directa sea visualizada, como sucedio en el presente estudio.

Luna (2003) no reportd la amplificacion de fitoplasmas con los iniciadores P1/P7 de
muestras de nochebuena, rosa, conchita, crisantemo, guandu, frijol lima, papayo y
manzano hasta que fueron sometidas a una reamplificacién con el par de iniciadores
P1/Tint, esto significa que la cantidad de DNA sintetizado fue muy baja en una primera
reaccion de amplificacién directa, pero la amplificacién exponencial del DNA sintetizado
con otro par de iniciadores ayudo a la visualizacion del fragmento como se observa en

la Figura 6.

La reaccion de amplificacion por PCR anidado muestra bandas definidas del fragmento
esperado en la ubicacion esperada, ademas la reaccién fue realizada de manera
correcta al obtener amplificacién positiva y negativa de los testigos. Las muestras
analizadas fueron positivas a fitoplasmas (Figura 6) y amplificaron un fragmento similar

al que amplifico el testigo positivo.
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Figura. 6. Amplificacién anidada de la secuencia 16S DNAr de fitoplasmas con el par de iniciadores
universales P1/P7 y R16R2/R16F2. Carril 1y 7: Marcador 100 pb Invitrogen, Carril 2: Control
negativo de agua libre de DNAsas y RNAsas, Carril 3: muestra positiva de maiz de Paso de
Ovejas (1PSO), Carril 4: muestra positiva de maiz de Cosoleacaque (1COS), Carril 5: muestra
positiva de maiz de Tlalixcoyan (1TLA), Carril 6: Control positivo de muestra infectada con el
fitoplasma MBS (+) (University of California, Davis), Carril 7: Marcador 100 pb Invitrogen.

Las muestras de maiz que resultaron positivas a fitoplasmas tenian los siguientes
sintomas: plantas de altura normal, con sintomas de amarillamiento y enrojecimiento en
el borde de las hojas y con tres mazorcas (Paso de Ovejas, Ver.); plantas con
proliferacion de mazorcas y hojas en las bracteas (Tlalixcoyan, Ver.), y plantas con
enrojecimiento generalizado en las hojas, tallos delgados, reduccion de entrenudos y

proliferacion de mazorcas (Cosoleacaque, Ver).

Todas las muestras que se analizaron tuvieron el sintoma de enrojecimiento foliar, el
cual describié Nault (1980) como sintoma de la enfermedad causada por el fitoplasma
Maize Bushy Stunt. El sintoma de proliferacion de mazorcas (tres 0 mas) y reduccion
de entrenudos también es caracteristico de una infeccion por fitoplasmas (Nault, 1980,
Oliveira et al., 2007), los tallos delgados y hojas en las bracteas no han sido descritos

como causados por fitoplasmas.

3.3.2 Iniciadores especificos
Las muestras de los tres municipios, positivas a fitoplasmas mediante una amplificacion

anidada, con los iniciadores universales R16F2n/R16R2 también resultaron positivas al



fitoplasma MBS (Figura 7) y amplificaron un fragmento de 740 pb con los iniciadores
MBSF1 y MBSR1 especificos para el fitoplasma MBS (Harrison, et al., 1996).
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Figura. 7. Amplificacién de la secuencia 16S DNAr de fitoplasmas con el par de iniciadores especificos
MBSR1/MBSF1. Carril 1: marcador Invitrogen de 100 pb, carril 2: muestra negativa de agua,
carril 3-12: muestras positivas de Cosoleacaque, Tlalixcoyan y Paso de Ovejas, carril 13:
muestra testigo positiva de maiz infectada con el fitoplasma MBS (+) (University of California,
Davis).Carril 14: marcador Invitrogen de 100 pb.

Las muestras 1PSO de Paso de Ovejas, 1COS y 2COS de Cosoleacaque y 2TLA a
6TLA de Tlalixcoyan resultaron positivas a la presencia del fitoplasma MBS. Las
plantas de las parcelas muestreadas se encontraron en etapa de espiga y mostraron
sintomas de amarillamiento y enrojecimiento foliar, proliferacion de mazorcas y/o
acortamiento de entrenudos, sintomas propios de una infeccion por fitoplasmas, de
acuerdo a lo descrito por Nault, 1980. Solamente la muestra 7TLA provenia de plantas
con bracteas en forma de hojas en posicion arrosetada, abiertas con inflorescencia
verde (Figura 4), sin embargo, este sintoma no se habia descrito para fitoplasmas que

atacan al maiz.

En el presente estudio se detectd e identificd la presencia del fitoplasma Maize Bushy
Stunt a nivel molecular en las plantas de maiz sintomaticas (Figura 8). Los genotipos
CP-562, 30F83, 30F92, Orca, 30F96, Nutria y Asgrow 7573 resultaron positivos a la
presencia del MBS, mientras que 3086, 30F97 y CP-560 resultaron negativos, a pesar



de mostrar sintomas similares a los causados por este patdgeno; posiblemente estas

muestras estaban infectadas con otro patégeno que causé un sintoma similar.

En la reaccion de PCR el control positivo amplificé en todas las repeticiones que se
realizaron y se utilizaron diferentes concentraciones de DNA y reaccién anidada de
PCR para asegurar el resultado y en la técnica de serologia también resultaron
negativas a la presencia del virus MDMV y al virus MCDV en las tres repeticiones que
se realizaron de la prueba. Por otro lado, el sintoma de enrojecimiento foliar se
encontré también asociado a la bacteria Burkholderia gladioli en otras muestras de

maiz de la misma regién de estudio (Gijon et al., 2008).
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Figura. 8. Deteccion del fitoplasma Maize Bushy Stunt en 10 genotipos de maiz en Veracruz. Carriles 1y
14: marcador molecular Invitrogen de 100 pb, Carril 2: negativo con agua, Carril 3: CP-562, Carril
4: 3086, Carril 5: 30F83, Carril 6: 30F92, Carril 7: Orca, Carril 8: 30F97, Carril 9: 30F96, Carril 10:
CP-560, Carril 11: Nutria, Carril 12: Asgrow 7573 y Carril 13: Control positivo al MBS.

La presencia del fitoplasma MBS en México se reportd en 1980 por Nault, quién afirmoé
que la enfermedad conocida como achaparramiento del maiz es causada por dos
organismos diferentes, espiroplasmas y fitoplasmas. Harrison et al. (1996) detectaron
por métodos moleculares la presencia del fitoplasma MBS en aislamientos
provenientes de Poza Rica, Ver., Texcoco y Tlaltizapan, Edo. de México. En el
presente estudio también se confirmé molecularmente la presencia del fitoplasma MBS

en los municipios de Tlalixcoyan, Paso de ovejas y Cosoleacaque, Ver.



3.3.3 Secuenciacion de nucledtidos
La secuencia de la amplificacion con iniciadores universales que se muestra a
continuacion, se alinedé en el GenBank con varios fitoplasmas, dentro de los cuales
estan el Amarillamiento del Aster y Maize Bushy Stunt con un porcentaje de homologia

entre las secuencias comparadas de 99% en ambos casos (NCBI, GenBank).

CCCGAGCCTTCTGTTTTAAGACTAGCATAGGTATGCTTAGGGAGGAGCTTGCGTCA
CATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGACTATGATGTGTAGCCGGGCT
GAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGT
GAACGATGAAGTATTTCGGTACGTAAAGTTCTTTTATTAGGGAAGAATAAATGATGG
AAAAATCATTCTGACGGTACCTAATGAATAAGCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACATAGGGGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGTG
CGTAGGCGGTTAAATAAGTTTATGGTCTAAGTGCAATGCTCAACATTGTGATGCTAT
AAAAACTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGTGGTA
AAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTT
ACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAGTACTAAACGTTGGGTAAAACCAGTGTTGAAGTTAAC
ACATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTG
ACGGGACTCCGCACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGGTACCCGAAAA
ACCTCACCAGGTCTTGACATGCTTCTGCAAAGCTGTAGAAACACAGTGGAGGTTAT
CAGTTG

La secuencia que se obtuvo con iniciadores especificos se deposité en el Genbank con
clave de acceso EU840177 y dio un 99% de homologia con la secuencia parcial que
codifica el gen responsable de la produccion de la proteasa ATP-dependiente del Zn y
a la secuencia de la proteina hipotética (pam562) del fitoplasma MBS con 0% de error
de 734 scores que se realizaron para la comparacion de la secuencia obtenida con las

secuencias depositadas en el Genbank.



3.4 Incidencia, severidad y distribucion de la enfermedad

En 2006, el municipio de Cosoleacaque presenté la mayor incidencia media visual
(26%) al achaparramiento, aunque hubo plantaciones con incidencias de 42 y 54%
(Cuadro 3). En ese afio todas las plantaciones muestreadas se sembraron con el
genotipo AS7573, lo que sugiere que el genotipo, el ambiente, las fechas de siembra y
el nivel poblacional del insecto vector (Dalbulus maidis) posiblemente influyeron en la
incidencia de la enfermedad (Sierra et al., 2007, Mendoza et al., 2005 y Virla et al.,
2003). La ubicacion de las parcelas muestreadas en cada region se muestra en el
Cuadro 3. Sierra et al. (2007) encontraron incidencias del achaparramiento del maiz del
10% al 40% en Ignacio de la Llave, La Torrecilla y Cotaxtla Veracruz, en tanto que
Mendoza et al. (2005) encontraron incidencias de hasta 45% en lineas endogamicas de

maiz en Ursulo Galvan, Ver.

Cuadro 3. Ubicacion de las parcelas muestreadas en los municipios de Cosoleacaque,
Tlalixcoyan y Paso de Ovejas, Veracruz, para la deteccién de fitoplasmas
asociados con el achaparramiento del maiz en 2006 y 2007.

Incidencia Ciclo de

Clave Municipio Coordenadas Altitud visual mUestreo
Latitud Norte  Longitud Oeste
1COS Cosoleacaque 17.89274 94.63544 21 54 PV-07
2C0OS Cosoleacaque 17.89663 94.63498 32 42 PV-07
3C0OS Cosoleacaque 17.89242 94.63241 4 27 PV-07
4COS Cosoleacaque 17.91579 94.62561 11 25 PV-07
5C0OS Cosoleacaque 17.89521 94.62979 9 17 Inv-06
6COS Cosoleacaque 17.89798 94.63171 23 12 Inv-06
7COS Cosoleacaque 17.89006 94.63934 14 8 Inv-06
Media de Cosoleacaque 26.4
1TLA Tlalixcoyan 18.71789 96.12835 9 34 PV-06
2TLA  Tlalixcoyan 18.72726 96.11682 24 15 PV-06
3TLA Tlalixcoyan 18.72762 96.11543 21 14 PV-06
4TLA Tlalixcoyan 18.72784 96.11473 22 6 Inv-06/07
5TLA Tlalixcoyan 18.71771 96.12835 12 3 Inv 06/07
6TLA Tlalixcoyan 18.71789 96.11365 8.5 1 Inv-06/07
Media de Tlalixcoyan 12.2
1PSO Pasode Ovejas 19.11247 96.20810 25 12 Ol-06
PromedioTotal 16.8

La incidencia, distribucién y severidad de la enfermedad por el fitoplasma MBS en una

plantacion del municipio de Tlalixcoyan se muestra en la Figura 9. El sintoma con



mayor frecuencia (114 frecuencias) fue: plantas de altura normal con hojas de bordes
enrojecidos, seguido de plantas achaparradas con hojas de bordes enrojecidos y de
plantas de altura normal con hojas de bordes enrojecidos y proliferacion de mazorcas

(9 frecuencias para ambos sintomas).

De acuerdo a lo descrito por Shurtleff (1980) y CIMMYT (2004), el sintoma de
coloracion rojiza y la proliferacion de jilotes corresponden a la presencia del fitoplasma
del MBS, el cual se corroboré con las pruebas moleculares del presente estudio.
Plantas de altura normal con hojas de bordes enrojecidos y proliferacién de mazorca y
plantas achaparradas con hojas de bordes enrojecidos y proliferacion de mazorca, se
encontraron ubicadas en las orillas de la parcela. Estas plantas presentaban los
sintomas severos indicando un estado avanzado de la enfermedad. La severidad de la
enfermedad tuvo un efecto de orilla, que podria ser causada por insectos vectores que
provienen de parcelas vecinas o de hospedantes alternos a la parcela. Plantas de maiz
con alta severidad en la orilla sur de la parcela indican que la enfermedad pudo ser
introducida del exterior, tal vez por insectos vectores como Dalbulus maidis, el cual se

colectd en Tlalixcoyan y se identificd taxonémicamente.

La siembra de la parcela experimental de maiz en Tlalixcoyan se hizo al principio de la
estacion de lluvias (Abril, 2007) cuando la poblacion de insectos vectores es alta;
posiblemente los insectos que se encontraban en plantas jévenes de la parcela vecina
migraron a la parcela experimental. Las orillas norte y este de la parcela en estudio
presentaron menor severidad (Figura 9) posiblemente porque colindaban con una
superficie no cultivada, al respecto Weintraub y Beanland (2006) mencionaron que los
insectos sospechosos de distribuir enfermedades causadas por fitoplasmas pueden
provenir del exterior y alimentarse de una primer planta, inocularla, y moverse hacia
plantas adyacentes y posteriormente moverse fuera del area inmediata. Varén y Sarria,
(2007) reportaron que adultos de D. maidis invaden al maiz recién germinado, se
alimentan de las plantas y las infectan, asi que posiblemente las orillas de la parcela
con plantas de menor severidad fueron infectadas por una poblacién baja de insectos

vectores o por la transmisién secundaria con insectos vectores de plantas adyacentes.
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Figura 9. Distribucién de la incidencia (A) y severidad (B) de la enfermedad por el fitoplasma Maize
Bushy Stunt en la var. Asgrow 7573 en el ciclo primavera-Verano 2007 (Abril-Agosto), en
Tlalixcoyan, Veracruz.

Clase 0: Planta sana (ﬂ), Clase 1: Planta de altura normal con hojas de bordes enrojecidos (Ell), Clase
2: Planta achaparrada con hojas de bordes enrojecidos (-) Clase 3: Plantas de altura normal con
proliferacion de mazorca (-) Clase 4: Planta achaparrada con proliferaciéon de mazorca ﬁﬂ) Clase 5:
Plantas de altura normal con hojas de bordes enrojecidos y proliferacion de mazorca ) y Clase 6:
Planta achaparrada con hojas de bordes enrojecidos y proliferacion de mazorca (



Plantas con mayor severidad (Clase 3 y Clase 5) posiblemente fueron infectadas en
etapas tempranas de su desarrollo y posiblemente actuaron como focos de infeccién
hacia el resto de plantas de la parcela de tal manera que plantas de altura normal con
hojas de bordes enrojecidos (Clase 1) se distribuyeron mayoritariamente en toda la

parcela.
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Figura 10. Distribucion espacial de la incidencia del achaparramiento del Maize Bushy Stunt en el
cultivo de maiz, A) invierno 2006 (Nov 2006-Feb 2007) y B) primavera-verano 2007 (Abr-Ago
2007) en Tlalixcoyan, Ver.
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Figura 11. Distribucion espacial de la incidencia del achaparramiento del Maize Bushy Stunt en el
cultivo de maiz. A) otofio-inverno 2006 (Ago-Dic) y B) primavera-verano 2007 (Mar-Ago) en
Cosoleacaque, Ver.



Moya (2002) concluy6 que Dalbulus elimatus en México habita en maiz cultivado bajo
irrigacion durante la estacidon seca, como sucede en Tlalixcoyan ya que su presencia se
confirmd en el cultivo de maiz en las parcelas en estudio, mediante una colecta e
identificacion del insecto. Las plantas de estas areas agricolas posiblemente son las

hospedantes del insecto vector y de las enfermedades que transmite.

Dalbulus elimatus y D. maidis son los principales vectores del fitoplasma MBS (Nault,
1980). EIl fitoplasma Maize Bushy Stunt, es transmitido de forma persistente
propagativa y se reproduce en 25 dias dentro del vector. Después de un periodo de
latencia el vector es capaz de propagar al patdégeno a plantas sanas (Nault, 1997). La
presencia del vector D. maidis dentro de parcelas afectadas en el presente estudio
puede ser un indicativo de su relacion como vector del fitoplasma MBS en esta region,

sin que esto se comprobara en este estudio.

Moya (2002) y Ramirez et al. (1975) consignaron que la poblacion de Dalbulus
elimatus, el insecto vector del fitoplasma del maiz MBS (Lee et al., 1993 y Nault, 1980),
es baja en cultivos de maiz invernales bajo condiciones de riego, lo cual se asocia a
una baja incidencia de la enfermedad encontrada en el presente estudio (Figuras 10 y
11).

La tasa alta de incidencia de la enfermedad registrada en la época de muestreo, ciclo
primavera-verano 2007 puede deberse a una alta poblacidon del vector, la cual no se
determino en este estudio. Ramirez et al. (1975) encontraron una alta correlacion entre
el numero de plantas infectadas y las poblaciones del vector. Las poblaciones de
cicadelidos son mayores en primavera y verano, (Kirkpatrick, 1987). La incidencia de la
enfermedad en Tlalixcoyan y Cosoleacaque fue mas alta en el ciclo de temporal
primavera-verano (Figuras 10 y 11) y coincide con los meses de mayor precipitacion
que son junio a septiembre (Garcia, 1987). Nault (1998) menciond que la primera
actividad de busqueda del hospedero por Dalbulus es estimulada por las primeras
lluvias, razdén por la que posiblemente exista una mayor incidencia de la enfermedad en

el ciclo de cultivo primavera-verano.



3.5 Incidenciay rendimiento

En el ciclo primavera-verano 2007 hubo diferencias significativas en las variables
evaluadas pero no en el ciclo de invierno 2006-2007 (Noviembre a Marzo) (Cuadro 4 y
Figura 10), lo cual concuerda con lo que reportaron Tosquy et al., (2005) quienes
detectaron diferencias altamente significativas en rendimiento de grano, severidad de la
enfermedad y en el porcentaje de mazorcas podridas al evaluar visualmente el
comportamiento en hibridos de maiz en Tlalixcoyan y San Andrés Tuxtla, Ver. en el
ciclo primavera-verano 2002, al achaparramiento del maiz. En el presente trabajo se
demostré la significancia de las variables evaluadas y se identifico molecularmente al
MBS.

Castandn et al. (2003) reportaron la probabilidad de que en el sur de México las
pérdidas por el achaparramiento del maiz se incrementen debido a la mala distribucion
de las lluvias y a que durante el crecimiento y desarrollo de la planta se presentan las
condiciones climaticas adecuadas para el insecto vector. Es posible que la significancia
encontrada en las variables evaluadas en el ciclo primavera-verano 2007 se deban a
un incremento poblacional del insecto vector que resulté en una mayor incidencia de la
enfermedad. Sierra et al., (2007), Tosquy et al. (2005) y Palafox et al. (2006) también
encontraron efectos en el rendimiento de hibridos de maiz a sintomas del complejo del

acaparamiento durante el ciclo primavera-verano.

El analisis de medias muestra que el rendimiento oscild entre 4 y 6 ton ha™' en peso de
mazorca y en peso de semilla entre 3 a 5 toneladas; la incidencia vario del 10% a 27%
y la severidad del 0.05 a 0.3% (Cuadro 4).

ORCA, AS-7573 y 39F97 resultaron superiores en rendimiento de peso de mazorca y
peso de semilla. En la Figura 12 se observa que el rendimiento alto de ORCA (6.1 ton
ha™') probablemente se deba a la baja severidad (0.14) e incidencia (11%) de la
enfermedad, resaltando la posible tolerancia de este genotipo ante la presencia del

MBS en Tlalixcoyan.



Cuadro 4. Comparacion de medias de las variables evaluadas en 10 genotipos de maiz
expuestos naturalmente a la infeccion del Maize Bushy Stunt en Tlalixcoyan,
Ver. Ciclo primavera-verano 2007

GEN RTO MAZTOT MAZENF DISMAZ PSEM PESENF DIFPESO DISMREND INCID SEVER
ORCA 6189.6 a 58438 a 5937.5b 10.15 cd 47145ab  798.07b 126.50 dc 13.68 ab 11.20e 0.14¢c
AS-7573 5756.8ab  50938abc  10312.5a 2021a 5445.2a 629.12 cd 170.31abc 21.30dc 18.09bc  0.25ab
30F97 5391.8abc  42188bc 4062.5bc 9.51 ed 4617.9ab 110446 a 154.50abcd 1229 a 16.91 cd 0.15¢
30F96 5379.5abc  53333ab 2916.7¢ 559 42285bc  408.41e 98.21d 19.32 bed 13.06de  0.15¢
NUTRIA 5123.7abc  42188bc 5000.0bc 11.94 bed 4050.3bc  689.27bcd  196.84a 2235d 1021e 0.15¢
30F83 5119.3abc  47188abc  10000.0a 21254 4200.1bc  706.76 bc 208.62a 22784 26.76 a 029a
CP562 4509.4bc  37188c 5625.0bc 15.28 b 3376.1c 686.88bcd  128.70 bed 15.76 abc 11.58 0.05d
3086 4299.7bc 40000bc 5625.0bc 14.14 be 3384.2¢ 542.50 de 175.22 abc 24.43d 13.73de  0.17c
30F92 4249.8bc  38125bc 5937.5b 15.49 b 3092.5¢ 726.16 bc 185.57 ab 20.44 dc 1895bc  0.29a
CP560 41559 ¢ 36563c 5000.0bc 13.63 bed 41346bc  641.02bcd  209.98a 24.64 d 21.39b 0.18 bc
Media 4988 44391 6121 13.92 4124.38 679.81 165.41 19.96 16.19 0.18
CV (%) 12.61 14.02 19.38 12.85 11.48 9.13 13.02 12.38 10.42 16.77

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales, Tuckey (a < 0.05).

RTO=Rendimiento en Kg ha'; MAZTOT=N° mazorcas totales cosechadas (piezas por ha); MAZENF= N°
mazorcas enfermas (piezas por ha); DISMAZ= Disminucion de mazorcas (%); PSEM= Peso en Kg ha™
de semilla, PESENF= Peso en Kg ha” de semilla enfermas, DIFPES=Diferencia de peso de semilla sana
menos enferma en porcentaje, DISMREND= Disminucién de rendimiento en peso de semilla (%) ,
INCID=Incidencia, SEVER= Severidad.

AS-7573 presenté una alta incidencia (18%) del MBS, un gran numero de mazorcas
enfermas, y una severidad alta (0.25), sin embargo su rendimiento en peso de mazorca
(REND) y en peso de semilla (PSEM) fue estadisticamente similar al de Orca (Figura
12); posiblemente esta es la razén de que AS-7573, ademas de su precocidad sea
ampliamente cultivada en la zona de estudio. Aguiluz et al. (1995) encontraron un alto
rendimiento de grano (4.2 ton ha™") en el hibrido B-833 con un alto porcentaje (22.8%),
de plantas con sintomas visuales del complejo del achaparramiento del maiz. Sierra et
al. (2007) reportaron rendimientos de 4.5 ton ha™' en hibridos de maiz a pesar de
incidencias del achaparramiento del maiz hasta del 21% en Tlalixcoyan. Lo anterior
indica que algunos hibridos son altamente rendidores a pesar de la alta incidencia de
esta enfermedad como sucedio en el presente estudio con AS-7573 ante la presencia
del MBS.



Variables evaluadas en genotipos de maiz en su comportamiento a una infecciéon natural

del fitoplasma Maize Bushy Stunt
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Figura 12. Genotipos evaluados en su comportamiento a una infeccion natural del fitoplasma MBS.
RTO=Rendimiento en peso de mazorca, MAZENF=mazorcas enfermas, DISMREND=
Disminucion del rendimiento, INCID=Incidencia del fitoplasma MBS, SEVER= Severidad de la
enfermedad del MBS.

CP562 presentd baja severidad e incidencia pero poco rendimiento, en tanto que
30F83 fue severamente afectada sin que esto afectara su rendimiento (REND), el cual

fue estadisticamente similar al de ORCA.

Los genotipos ORCA, NUTRIA y CP562 tuvieron los valores mas bajos de incidencia a
la enfermedad y en rendimiento ORCA y NUTRIA fueron estadisticamente superiores
(Figura 12). Lo anterior concuerda con lo que reportaron Oliveira et al. (2002), quienes
encontraron una diferencia altamente significativa con una probabilidad de 0.01% en la
produccion de grano seco en plantas de maiz inoculadas con el fitoplasma Maize
Bushy Stunt, el espiroplasma Spiroplasma kunkelii y su combinacién, siendo la
reduccion de la produccidn de 17, 49 y 54% respectivamente. Esta misma tendencia de
reduccion se observo en las variables altura de la planta y produccion de peso seco de

grano en las diferentes variedades inoculadas con los dos patdégenos y su combinacion,



aunque no existié una diferencia estadistica entre variedades debido al coeficiente de
variacion alto (CV=66,7%).

Magalh&es et al., 2005 observaron que los rendimientos de plantas sanas (220.82 g de
grano seco) y las infectadas con el fitoplasma MBS (202.24 g de grano seco) fueron
iguales estadisticamente y superiores a los obtenidos en las plantas inoculadas con el
espiroplasma (79.15 g de grano seco). Los genotipos CP562 y 3086 presentaron baja
incidencia (11.5% y 13.7%) en contraste con 30F92 y CP560 que registraron incidencia
(18.9% y 21.3%). Probablemente el efecto de la enfermedad sobre el rendimiento este
determinado por las caracteristicas genéticas de tolerancia de los genotipos bajo
determinado ambiente. Al respecto Oliveira et al. (2002) mencionaron que la magnitud
de la reduccion en la produccién causada por mollicutes en diferentes cultivares de
maiz depende de la frecuencia de plantas susceptibles a la infeccidn por estos

patégenos.

Cuadro 5. Correlacién de las variables evaluadas en 10 genotipos de maiz expuestos
naturalmente a la infeccion del fitoplasma MBS en Tlalixcoyan, Ver. Ciclo
primavera-verano 2007.

RTO MAZTOT  MAZENF DISMAZ PSEM PESENF DIFPES  DISMREND INCID SEVER
RTO 1.0000 0.7716 0.2286 -0.1630 0.7062 0.1937 -0.3474 0.4329 -0.1809 -0.1452
MAZTOT 1.0000 0.3402 -0.1482 0.4562 -0.0892 -0.3974 0.2723 -0.1618 -0.0512
MAZENF 1.0000 0.8667 0.2422 -0.0514 0.2775 -0.2077 0.4378 0.5394
DISMAZ 1.0000 0.0055 -0.0619 0.4630 -0.3608 0.5485 0.5923
PSEM 1.0000 0.1738 -0.1128 0.2216 0.0847 -0.0066
PESENF 1.0000 0.1728 0.5820 0.1006 -0.0059
DIFPES 1.0000 -0.6804 0.5139 0.4389
DISMREND 1.0000 -0.3227 -0.3279
ASPEC -0.2111 -0.2332
INCID 1.0000 0.6947
SEVER 1.0000

RTO=Rendimiento; MAZTOT=Mazorcas totales cosechadas; MAZENF=Mazorcas enfermas
DISMAZ=Disminucién de mazorcas; PSEM=Rendimiento en peso de semilla, PESENF=Peso de semillas
enfermas, DIFPES=Diferencia de peso, DISMREND=Disminucion de rendimiento en peso de semilla,
ASPEC=Aspecto del cultivo, INCID=Incidencia y SEVER=Severidad

El analisis de correlacion del Cuadro 5 muestra que la incidencia se relacioné de
manera positiva con la disminucién de la cantidad de mazorcas, con el numero de

mazorcas enfermas y con la diferencia de peso en semilla.



Sierra et al. (2007) encontraron correlacion entre incidencia al achaparramiento
identificado visualmente (r=-0.50**) con la presencia de mazorcas pequenas, chupadas
y sin grano. Tosquy et al., (2005) encontraron que el porcentaje de pudricién de
mazorcas, asociado al achaparramiento del maiz, identificado visualmente, tuvo un
efecto negativo y altamente significativo en el rendimiento de grano en San Andrés

Tuxtla, Ver.

Sierra et al. (2007) encontraron correlacion negativa y significativa (-0.70**) del
porcentaje de achaparramiento con rendimiento de grano y de porcentaje de
achaparramiento con severidad del dano (-0.64**). En el presente estudio el peso de
granos enfermos (DIFPES) correlaciond con la incidencia (0.51) y con la severidad
(0.44). Se encontréo una correlacion positiva entre la severidad y la cantidad de
mazorcas enfermas (r=0.54**) y entre la incidencia y la severidad (r= 0.69) del MBS, lo
cual concuerda con Sierra et al. (2007) quienes encontraron una correlacion altamente

significativa (r=0.86"*) entre estas dos variables.



1.

V. CONCLUSIONES

La enfermedad del maiz caracterizada por sintomas de amarillamiento,
enrojecimiento y posterior quemado de hojas, secado de la planta, pudricion del
elote, proliferacion de mazorcas, jilotes raquiticos, falta de fecundacion y granos
vanos, pudricién vascular en tallo, franjeado foliar, necrosis en la vaina de la
hoja, manchas blancas en las bracteas, necrosis de la nervadura central y
deformacion del jilote, que aparecié con caracteristicas epidémicas y alarmantes
en el 2003-04 en la variedad Asgrow 7573 en los municipios de Tlalixcoyan,
Paso de Ovejas y Cosoleacaque, Ver., es un sindrome asociado a varios
microorganismos, entre los cuales, se identificé la presencia del fitoplasma

Maize Bushy Stunt.

La incidencia del MBS se asocid a los sintomas de amarillamiento y
enrojecimiento foliar, achaparramiento de la planta, proliferacion de mazorcas y

jilotes raquiticos.

La incidencia y severidad del sindrome en plantaciones comerciales de maiz

Asgrow 7573 disminuy6 en forma natural a niveles insignificantes en el 2007.
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