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RESUMEN

La presente investigacién se realiz6 con los objetivos de: (a) Observar la morfologfa del
hongo F. moniliforme Sheld en medios de culitivo y en tejidos de granos de maliz afectados por
Germi i y (b) Evaluar la virulencia vy la capacidad de produccién de las micotoxinas
zearalenona (ZEA), toxina T-2, diacetoxiscirpenol (DAS) y desoxinivalenol (DON), de aislamientos
monospoéricos de este hongo inoculados en maiz cultivado en campo.

Se obtuvieron 94 aislamientos monospéricos del hongo, se observé su morfologia en
medios de cultivo papa-dextrosa-agar, hojas de clavel-agar y KCl-agar, y se conservaron en gel
de sflice en tubos de ensayo. Se realizé6 la histopatologla en granos con Germi i6 tura.

Los 94 aislamientos monospdricos se inocularon en los genotipos TL94A-1 977 15(G-1)
y TL94A-1977-17(G-2) de malz cultivados en el campo El Batén, CIMMYT en 1994. Se midieron
tas variables: Porcentaje de Pudricién de mazorca, nimero de granos y porcentaje de mazorcas
con Germinacién prematura y otras que son componentes del! rendimiento de grano, que se
sometieron al anélisis de varianza, la prueba de Tukey y el andlisis de correlacién. Se
seleccionaron 78 muestras de grano y se efectud el anélisis quimico de ZEA, T-2, DAS y DON
Asimismo, en 1995 se inocularon los aislamientos monospéricos: C-5691, P-12, P-44 y P-64 en
18 genotipos de mafz cultivados en el mismo lugar. Se midieron las variables mencionadas y se
efectiio el anélisis estadistico. Se realizé el anélisis Qquimico de estas micotoxinas en 45 muestras.

Los aislamientos monospdéricos produjeron principalmente pigmentaciones rojo carmin
{31%), violeta (24 96) y anaranjada (209%); formaron masas de macroconidios en esporodoquios
y abundantes microconidios en cadena; conservaron su viabilidad y patogenicidad por 1 afio o
maés, almacenados en el gel de silice. Se localizaron hifas del hongo en los tejidos del escutelo,
coleorriza, chalaza y pericarpio de granos con Germi 16 a. Se observé la presencia

pr
de cuerpos esféricos obscuros y nlcleos anormales en células de la aleurona, asi como la
separacion y el colapso de células del embrién colonizadas por el hongo.

Los 94 aislamientos monospdéricos del hongo causaron Pudricién de mazorca y
Germinacion prematura en los 2 genotipos cultivados en 1994. Los de Puebla (P-24, 28, 34, 35
36, 62,63 y687) yde CIMMYT (C-474, 674) provocaron los dafios més severos de Pudriciéon de
mazorca. Los sintomas m#as severos de Germinacion prematura los ocasionaron |os aislfamientos
de Puebla (P-34, 38, 46. 63. 64 v 78) y de CIMMYT (C-520 y 824). El rendimiento de grano del
genotipo 2 fue més afectado por las dos enfermedades, que el del genotipo 1. Los dafios de estas
dos enfermedades se correlacionaron en forma positiva y estadisticamente significativa.

Los 18 genotipos de malz inoculados en 1995 no presentaron diferencias estadisticas en
el porcentaje de Pudricion de mazorca; pero si mostraron variaciones significativas en el namero
de granos afectados por Germinacion prematura. El aislamiento P-84 provocé los sintomas més
severos de pudricién (69.9%) y de germinacién prematura (36.57 %) de mazorcas y fue el que
més afecté el rendimiento de grano, el cual disminuys al aumentar el tejido de la mazorca
colonizado por el hongo. Los genotipos tardfos tendieron a producir mazorcas con mas pudricién.

En las 78 muestras analizadas en 1994, la micotoxina ZEA se detecté en el 73.1%, con
niveles de 11.996 a 2039.474 ug/kg. La T-2 se detectdé en el 28.2%, con concentraciones de
85.735 a 2399.222 ug/kg. El DAS se encontré en 16.7%, de 52.114 a 673.443 ug/kg. Se
encontré una correlacién positiva entre los niveles de la toxina T-2 vy el porcentaje de Pudricién
de la mazorca. En las 45 muestras analizadas en 1995, se confirmé la presencia de ZEA en el
31.1% (19.05 a 386.489 ug/Kg); de T-2 en el 40% (157.217 a 278.767 ug/kg) y DAS en el
71.1%, en concentraciones de 32.251 a 453.148 ug/kg. Ef DON no se detecté en las muestras
de 1994 ni de 1995. Los niveles de ZEA se correlacionaron en forma positiva con las
concentraciones de la toxina T-2, en los granos de malfz colonizados.



ABSTRACT

The aims of the present research were: (a) To know the morphology of the fungus
Fusarium moniliforrme Sheld. in culture media and in sprouted maize kernel tissues, and
(b) to evaluate the toxicity and the mycotoxin production of zearalenone (ZEA), T-2 toxin,
diacetoxyscirpenol (DAS) and deoxynivalenol (DON) of monosporic isolates of this fungus
inoculated in field grown maize. Ninety four fungal monosporic isolates were obtained and
their fungal colonization was studied in culture media potato-dextrose-agar, carnation
leaves agar and KCIi- agar, and their preservation in tubes with silica gel. The

histopathology of sprouted grains was realized.
Ninety four monosporic isolates of £. moniliforme were inoculated in TLS4A-1977-

15 (G1) and TLO4A 1977 17 (G2) maize genotypes grown in CIMMYT Campus Texcoco,
Mexico, in 1994. The variables taken into account were: ear rot percentage, sprouted
grains number, sprouted ears percentage, and other components of grain yield, which
undergo to: a variance analysis, Tukey’s test and correiation analysis. Seventy eight grain
samples were selected and a chemical analysis was done to determine ZEA, T-2, DAS and
DON. In 1995, the monosporic isolates: C-691, P-12, P-44 and P-84 were inoculated in
18 maize genotypes in the same campus. The mentioned variables were measured and
a statistical analysis was done. The chemical analysis of the mycotoxins: ZEA, T-2, DAS
and DON in 45 samples was obtained.

The monosporic isolates of F. moniliforrme produced mainly carmin red (31%),
purple (24 9%) and orange (20%) pigmentations; they formed conidia groups in sporodochia
and abundant microconidia in chains; they were alive and pathogenic for a year or more,
stored in silica gel. The places where the fungus was present as hyphae were in the
scutellum tissue, coleorhize, chalaza and pericarpium of the sprouted grains. Dark
sphaerical bodies and abnormal nucleus in aleurone ceils were present, as well as a
collapse of the embryo cells colonized by the fungus.

The 94 monosporic isolates of the fungus caused ear rot and sprouting in both
genotypes in 1994. The monosporic cultures from Puebla P-(24, 28, 34, 35, 386, 62, 63
and 687) and from CIMMYT (C-474 and C-574) produced severe ear rot symptoms. The
worse symptoms of sprouting were produced with the isolates of Puebla P-(34, 38, 486,
63, 64 and 78) and from CIMMYT (C-520 and C-624). Grain yield of genotype 2 was
susceptible to both diseases than genotype 1. The damages of these two diseases were

directly correlated with a positive statistical significance.
The 18 maize genotypes inoculated in 1995, did not have statistical differences in

ear rot percentage; but showed significant variations in the number of sprouted grains.
The isolate P-84 caused the most severe symptoms of rottenness (69.9%) and of
sprouted ears (36.6%), and was the one that affected more the grain yield. The late
genotypes produced more rotten ears.

In the 78 samples analysed in 1994, ZEA mycotoxin was detected in 73.1 %, with
the levels from 11.996 to 2039.474 ug/kg. T-2 toxin was detected in 28.2%, with the
the amounts from 85.735 to 2399.222ug/kg. DAS was found in 16.7% of the samples,
with the amounts from 52.114 to 673.443 wug/kg. There was a positive correlation
between the amounts of T-2 toxin and ear rot percentage. In the 45 samples analysed in
1995, the presence of ZEA was confirmed in 31.1% with the levels from 19.05 to
386.489 wug/kg: T-2 toxin was in 40% of the samples in the levels from 157.217 to
278.767 ug/kg. DAS was detected in 71.1 %, with the levels from 32.251 to 453.148
#g/kg. DON mycotoxin was not detected in the samples in 1994 and 1995. The levels of

ZEA was correlationed in a positive way, with the amounts of T-2.



1. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es una de las plantas mas Gtiles al hombre. En México
ocupa el primer lugar en superficie cultivada y en consumo diario por habitante; se
utiliza como materia prima enla industria y en la elaboracién de alimentos balanceados
para animales. Por su gran adaptabilidad, se siembra en las condiciones naturales mas
heterogéneas del pais, donde su produccién es afectada por factores bioldgicos,
climatolégicos, sociales, econémicos y politicos (Reyes, 1990).

El ataque de hongos fitopatégenos en condiciones de campo y almacén, es uno
de los problemas que afectan la cantidad y la calidad de la cosecha de granos, asi
como de sus productos derivados. Entre ellos destaca Fusariurm moniliforme Sheid.,
fitopatdgeno facultativo cosmopolita, agente causal de las enfermedades denominadas
Pudricién de la mazorca y Germinacién prematura, que causan daifos severos durante
el desarrollo y maduraciéon del grano y después de la cosecha; se encuentran
ampliamente distribuidas en las zonas de clima templado, subtropical y tropical del
mundo, donde se produce este cereal para la alimentacién del hombre y los animales
domésticos (Booth, 1971; Ortega y De Ledén, 1971; Navarrete, 1986).

Este hongo fitopatdgeno es también toxigeno porque contamina a este cereal
con micotoxinas como Ila zearalenona, tricotecenos, fusarina, moniliformina,
fumonisinas y otras, que al ser ingeridas por el hombre y los animales en los alimentos
contaminados provocan efectos téxicos agudos, cancerigenos, teratégenos,
mutagenos, eméticos y estrogénicos. Asimismo, afectan al desarrollo de las plantas
y otros organismos (Cullen y Caldwell, 1983; Nelson er a/., 1983; Marasas et al.,
1984; Hsieh, 1988; Scudamore et a/., 1988; FAO, 1991).

En México se ha investigado la interaccidn de este hongo con el cultivo de maiz;
los trabajos se han enfocado principalmente a estudiar la etiologia, epifitiologia,
fisiologia de la planta enferma, severidad de dafios y métodos de control {(Zenteno-
Zevada y Munoz, 1968; Félix y Romero, 1981; Ortiz-Cereceres, 1983; Navarrete,
1986; Gonzalez er a/., 1987; Barcenas, 1988; Flores y Delgado, 1991; Cepeda y
Venegas, 1992). Sin embargo, se ha generado menos informacién acerca de las
micotoxinas especificas que produce este hongo en el campo y la relacién que tienen
estos metabolitos secundarios con el desarrolio de estas dos enfermedades (Carvajal,
1987). La importancia de este cultivo y de los dafios directos e indirectos que
ocasiona este patégeno, motivaron la presente investigacidon que, en su primera fase,
se enfocé a aislar, identificar y seleccionar cepas virulentas y a evaluar su potencial
de produccién de micotoxinas en maiz cultivado en condiciones de campo. En la
segunda etapa del trabajo, se evalué la respuesta de diversos genotipos de maiz a ia
colonizacién y produccién de micotoxinas de las cepas mads agresivas, para determinar
si existia una interaccién diferencial hospedante-patégeno, y considerar el uso de la
resistencia genética como un método de control para este problema.



Il. ANTECEDENTES

2.1 El hongo F. moniliforme

Distribucion e i /ia@. Este hongo es un parasito facultativo cosmopolita diseminado
en zonas templadas humedas y subhumedas, subtropicales y tropicales de Africa, Asia,
Ameérica, Europa y Oceania -
Figura 1- (U.S.D.A., 1960;
Commonwealth Mycological
Institute, 1963; Booth,
1971; Ortega y De Leén,
1971; Waiker, 1975;
Burgess vy Liddell, 1983;
Nelson et al., 1983;
Frederiksen, 1986). Ataca a
una amplia gama de cultivos
de valor econdmico v
produce toxinas que al
ingeririas daian a los

: h )
animales domaeésticos vy al V4
hombre (Marasas er a/.,

1984; Frederiksen, 1986;
Pittet et a/., 1992). Figura 1. Distribucién mundial del hongo Fusarium
. moniliforme (= Gibberella fujikuroi)
(Commonwealth Mycological Institute,

1963)

En México este hongo se
encuentra en las regiones del
Golfo, Pacifico, Sureste,
Valles Altos del Centro y EI
Bajio (Figura 2), afectando
principalmente gramineas vy
frutales (Diaz, 1979; Ortiz-
Cereceres, 1983; Gonzalez
et al., 1987; Hernandez et
al., 1987; Navarrete et al.,
1987; Cepeda y Orozco,
1989; Covarrubias, 1989;
Ayvar etal., 1990; Cepeday
Venegas, 1991: Narro vy
Vega, 1993; Noriega et a/.,
1995). Figura 2. Distribucion nacional del hongo Fusarium
moniliforme (= Gibberella fujikuroi)
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las familias:

Rango de hospedantes y partogenicidad. Fusariurn moniliforme se encuentra asociada con

cultivo de maiz y a otros hospedantes ubicados en

Malvaceae,

frecuencia al i
Amarantaceae, Amaryllidaceae, Asclepiadaceae, Betulaceae, Bromeliaceae, Buxaceae,

Lillaceae,

Linaceae,

Caryophyliaceae, Coniferae, Cruciferae, Convoivulaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae,

Lauraceae,

Leguminosae,

Gramineae, Iridaceae,
Marantaceae, Moraceae, Musaceae, Orchidaceae, Palmae, Polemoniaceae, Rosaceae
Rubiaceae, Rutaceae, Scrophulariaceae, Solanaceae, Sterculiaceae y Tiliaceae.

Las plantas enfermas presentan una sintomatologifa muy variable (Apéndice 1); sin

embargo, los sintomas caracteristicos provocados por este fitopatédgeno principalmente
en cereales, son: marchitez, tizén de plantulas, achaparramiento, hipertrofia, hiperplasia,
secamiento y pudriciones de raiz, tallo y fruto (U.S.D.A., 1960; Booth, 1971; Ortega vy

De Le6n, 1971; Walker, 1975; Burgess y Liddell,
1985; Frederiksen, 1986; Romero, 1988; Holliday, 1989)

F. moniliforme $Sheld. (anamorfo) pertenece al

Reino Fungi,

1983; Marasas et a/., 1984; Agrios,

Division

Taxonomia. A
Eumycota, Subdivisién Deuteromycotina, Clase Hyphomycetes, Orden Moniliales, Familia
es Gibberella fujikuroi (Saw.}) Wr.,

Mientras que la fase sexual

Orden

Tuberculariaceae.
(teleomorfo) y se ubica en el Reino Fungi, Divisién Eumycota, Subdivisién Ascomycotina,
Hypocreales, Familia

Clase Euascomycetes,

Subclase Pyrenomycetidae,

las especies mutan y

Hypocreaceae (Herrera y Ulloa, 1990). La taxonomia de Fusariurm es compleja y confusa

porque se aplican diversos sistemas taxonémicos. Ademas

degeneran con facilidad

si se cultivan en
forma sucesiva en el
laboratorio. Hay
confusién por la
amplia sinonimia de
este género (Marasas
etal., 1984). En esta
investigacion se

utilizo el sistema
propuesto por Nelson
er a/. (1983), que
parte de I a
publicacidén de
Wollenweber &
Reinking (1935) vy

I a

combina
informacidén de varios
s i st e m a s
taxondédmicos
desarrollados desde
entonces hasta ahora

(Figura 3).

I

X
Gordon (1982)
. Al-r-m

Cansdé - 26 especies

Goriagh (19821
~ 90 aspecies

1

L

e
Inglaterra — 44 sspecies

& Monsen (1948°s)

= l
Estados Undo: = 9 especies

[y | [ e

sz |

Francia = 9 aspecies

Matue (1872)
Japén ~ 10 szpeciss

|

Bilal (1988)
Rusis = 26 sagecies

Figura 3.

Principales sistemas taxondmicos propuestos
para Fuserium (Nelson er a/., 1983)



a

Morfologia v pig tacion de /as fonias. En el medio de cuitivo papa-dextrosa-agar
(PDA) el hongo forma micelio blanco, de crecimiento rapido. Al madurar la colonia
produce pigmentaciones que fluctian de anaranjado-violeta a violeta-obscuro (casi
negro), pélido, lila, vindceo, crema o magenta-obscuro, de acuerdo con el cédigo de
colores propuesto por Nelson et a/. (1983). Algunos cultivos carecen de coloracién. El
micelio aéreo es denso, varia de velludo a afieltrado, de aspecto pulverulento por la
formacion de microconidios. Los esporodoquios estan normalmente ausentes, cuando se
presentan son de color anaranjado-pdélido a bronceado y estan confiuentes. Algunos
aislamientos producen esclerocios de color usualmente azul-obscuro; pero esta
caracteristica disminuye o se pierde a través de transferencias sucesivas en medios de
cultivo (Booth, 1971; Burgess y Liddell, 1983; Nelson er a/., 1983).

En algunos cultivos el micelio aéreo es suprimido y reemplazado por capas de
macroconidios que le dan al cultivo un aspecto hdmedo y amarillento (pionndtide);
mientras que en otros no se desarrollan los esporodoquios ni la pigmentacién de la
colonia teniendo aspecto micelial (Nelson et a/., 1983).

Fase asexual (anamorrfo). F. moniliforme Sheld. forma conidiéforos en hifas aéreas; estos
tienen una célula basal simple con 2 a 3 fidlides apicales, laterales, simpies; miden de 20-
30 4 de longitud, 2-3 u de ancho en la base y 1-5 4 en el dpice. Los microconidios se
forman agrupados en cabezas falsas sobre monofidlides y en cadenas basipetas
originadas de conidiéforos ramificados o en fidlides individuales. Son fusiformes, ovoides,
elipsoidales o clavados, con la base ligeramente aplanada, usualmente son
monocelulares, miden de 1.5-3.5 x 5-12 4 (Booth, 197 1). Cuando se deslizan hacia la
base de la cadena y se acumulan en gotas de mucilago en los orificios de salida de las
fisdlides, presentan aspecto de ramillete o falsa cabezuela (Walker, 1975; Herrera y Ulloa,
1990). El niumero de conidios y la longitud de las cadenas puede variar de un cultivo a
otro; a veces, las cadenas tienen sélo 3 conidios (Walker, 1975; Burgess y Liddell, 1983;
Nelson et a/., 1983). Los macroconidios se desarrollan de fidlides en hifas laterales; a
veces son escasos. En medio de cultivo hojas de clavel-agar (HCA), se producen masas
abundantes en esporodoquios anaranjado-palidos. Son alargados, delgados, de falcados
a casi rectos, con 3 a 7 septos; miden de 2.5-4 x 25-60 # y su pared es delgada. La
célula apical es ligeramente curvada y ahusada en el extremo y la célula basal tiene forma
de pie (Booth, 1971; Walker, 1975; Burgess y Liddell, 1983; Nelson er a/., 1983). Esta
especie se distingue por las cadenas largas de microconidios producidos por monofidlides
individuales y la ausencia de clamidosporas {Burgess y Liddell, 1983;Nelson et a/., 1983).

Fase sexual (teleomorfo). Gibberella fujikuroi (Saw.) Wr. produce peritecios individuales
o en grupos, superficiales o sumergidos en el substrato, de globosos a subcdnicos, azul-
obscuros, ostiolados, de 220-300 x 250-375 . Las ascas son rectas, elipsoidales a
clavadas, con 4-8 ascosporas hialinas, de elipsoidales a fusiformes, con 1-3 septos, con
sus extremos redondeados, con estrechamientos en los septos y dispuestas oblicuamente
en 1 o 2 series en el asca. Las masas de ascosporas son de color ocre-asalmonado;
miden de 3.9-6.0 x 14-19 i (Booth, 1971; Walker, 1975; Frederiksen, 1986; Nelson et

al., 1983).



Genética. Este hongo muta con frecuencia en sus caracteristicas de cultivo, morfolégicas
y de virulencia (Walker, 1975; Nelson et a/., 1983). Es heterotdlico, tiene un sistema
simple de entrecruzamiento, con dos tipos de compatibilidad (A y B) determinados por
alelos alternos en un solo locus. En un cruzamiento fértil una raza produce gametos
femeninos y otra, masculinos. Esta unién sexualmente compatible origina peritecios que
producen ascosporas haploides (Booth, 1971; Desjardins, 1992).

Ciclo bioldgico. El hongo inverna en los residuos de cosecha, en el suelo y como micelio
en el tejido interno de la semilla de maiz (Lawrence et a/., 1981; Burgess y Liddell, 1983;
Headrick y Pataky, 1989; Holliday, 1989). Los peritecios se forman a principios de otofio
y liberan las ascosporas que son diseminadas e inician la infeccién primaria. En los
periodos de clima humedo y calido, sobre las lesiones de las plantas afectadas se forman
abundantes macro y microconidios que son transportados por el viento y actian como
indculo secundario (Walker, 1975).

Conservacién en el laboratorio.

Aunque existen diversas técnicas para mantener viables en el laboartorio a los
aislamientos de F. moniliforme; Windeles et a/. (1988) han demostrado que la técnica de
silica gel en tubos de ensayo, tiene las ventajas de ser sencilla, barata, efectiva y el
hongo guardado en un mismo tubo se puede utilizar las veces necesarias, en
comparacién con otras técnicas de caracteristicas similares como el PDA en tubos de
ensayo, que tiene el inconveniente de ser un substrato rico en carbohidratos, que
propicia el crecimiento, la esporulacién y puede inducir mutaciones que afectan la
morfologia, virulencia y otras propiedades del hongo (Nelson et a/., 1983), y puede
conducir a fallas en pruebas de patogenicidad en campo e invernadero; tal como sucedid
en el trabajo realizado por Félix y Romero (1981), quienes no pudieron provocar sintomas
de Germinacién prematura en elotes inoculados, en campo e invernadero, con
aislamientos de F. moniliforme cultivados y mantenidos en PDA en tubos de ensayo; es
probable que elios utilizaran un aislamiento poco virulento; pues en estudios posteriores,
Galindo y Romero (1982) y Galindo (1983) lograron reproducir los sintomas de esta
enfermedad, en elotes inoculados con una cepa de este hongo que habia sido preservada
mediante esta misma técnica. Afios mas tarde, Navarrete (1986) observé que esta cepa
era menos agresiva qQue otras para inducir sintomas de pudricién y germinacién prematura
en elotes inoculados en el laboratorio y en el campo; quizds el hongo perdio virulencia
después de mantenerio 2 aifios en PDA cubierto con aceite mineral en tubos de ensayo.

El gel de silice induce una disminucién en el metabolismo del hongo (hipobiosis)
por la pérdida de agua (Sleesman y Leben, 1978), que ocurre cuando los conidios
suspendidos en leche se transfieren a las particulas de gel de silice, que absorben
rapidamente el agua de la suspensién y mantiene adsorbidas las esporas y la leche
descremada soélida; bajo estas condiciones, el hongo permanece latente, no coloniza el
substrato y esta en condiciones poco propicias de sufrir mutaciones que alteren su
patogenicidad (Windels et a/., 1988).
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Micotoxicidad. F. moniliformme se encuentra con frecuencia contaminando alimentos
basicos de animales y humanos,

tales como el maiz y otros cereales. Produce
compuestos organicos que son toxicos para mamiferos y aves (De Ledn, 1984; Nelson

et al., 1983; Marasas et al., 1984; Carvajal, 1987; Barcenas, 1988).

Desde su descripcién original en 1904, se han reportado + 32 razas toxigenas
(Marasas et al/., 1984), capaces de provocar efectos patolégicos a diversos animales
(Apéndice 2).

Control. El control del! hongo y de sus micotoxicosis depende de la prevencién de la
infeccién y del desarrollo del patdgeno en el campo y almacén. Es importante determinar
los factores

involucrados en la patogenicidad del hongo y en la resistencia del
hospedante (Desjardins, 1992), con el propésito de establecer

las préacticas mas
apropiadas de control cultural, quimico y genético de la enfermedad (Bauer, 1984).

2.2 Enfermedad " Germinacion prematura del maiz”

Antecedentes. Desde la primera mitad de este siglo, se han sefalado como agentes
causales de esta enfermedad a factores: genéticos (Mangelsdorf, 1930; Robertson,
1955), ambientales (Routchenko y Soyer, 1971), fisiolégicos (Smith et a/., 1978; Fong
et al., 1983) y fitopatdgenos (Calvert et a/., 1969; Galindo y Romero, 1982; Galindo,
1983).

En México se observd desde mediados de la década de los 70’s en la region
maicera en las faldas del volcan La Malinche (Ortega y Vega, 1983; Ortiz-Cereceres,
1983). A partir de 1980 se investigo sobre la incidencia, evaluacién de dafios, métodos
de control y etiologia de la enfermedad.

En 1983, se encontraron evidencias experimentales de que F. moniliforme es el
agente causal de la enfermedad, al reproducirse los sintomas en el laboratorio,
invernadero y campo, mediante 1a inoculacién de conidios del hongo en elotes tiernos en
estado lechoso-masoso (Galindo y Romero, 1982; Galindo, 1983; Navarrete, 1986;
Carvaijal, 1987;);

aungque no siempre se lograron reproducir satisfactoriamente los
sintomas de esta enfermedad (Félix y Romero, 1981; Navarrete, 1986).

Distribucion e importancia. Esta enfermedad se ha reportado en Estados Unidos, Francia,
Venezuela y México (Galindo, 1983). En este ultimo pais, ha sido importante en regiones
maiceras de clima templado, localizadas en los Valles Altos de Puebla, Tlaxcala y Estado
de Meéxico, donde bajo condiciones de clima favorable y siembra de variedades

susceptibles, ha provocado decrementos entre el 25 y el 35% del rendimiento de grano
(Galindo, 1983; Ortiz-Cereceres, 1983; Marquez, 1985).



Sintomatol/ogia. E1 sintoma
caracteristico es la germinacién de
granos inmaduros (tiernos) en estado
lechoso-masoso (Figura 4) o en
madurez fisioldgica, adheridos a las
mazorcas cubiertas por bracteas,
sobre las plantas cultivadas en el
campo (Galindo y Romero, 1982;
Ortega y Vega, 1983).

Algunos granos afectados exhiben el
embridn de color verde claro cubierto
por el epicarpio; mientras que otros,
originan plantulas verdes vigorosas,
que en ocasiones emergen a través
de las bracteas qQque cubren a la
mazorca enferma (Galindo y Romero,
1982; Marquez, 1985; Navarrete, A
1986).

Figura 4. Sintomas de la enfermedad
"Germinacion prematura". Elotes
testigo (A) e inoculado (B)
(Fotografia: NMagda Carvajal)

Epifitiologia. E| desarrollo de la enfermedad se favorece por un desequilibrio
micronutrimental (fierro, manganeso y zinc) en la planta; fechas de siembras tempranas;
niveles aitos de humedad en el suelo, temperatura de 6-28 °C, humedad relativa alta
(> de 75 %) y precipitacién abundante (> de 30 mm diarios (Sanchez et a/., 1983;
Navarrete, 1986).

Control. La aplicacién de altas dosis de fertilizante fosforado, la siembra de variedades
resistentes en la época recomendada y la destruccion de los residuos de cosecha, son
practicas de cultivo que ayudan a disminuir la incidencia de la Germinacién prematura
(Lugo y Cajuste, 1983; Sanchez et a/.,, 1983). La semilla para siembra se puede
desinfectar con fungicidas como benomyl, bayleton y zineb (Navarrete, 1986). Se puede
aplicar termoterapia para eliminar al hongo de la semilla (Daniels, 1983).

2.3 Enfermedad "Pudricién de la mazorca”

Distribucion e importancia. Es la enfermedad mas comun de la mazorca en todo el
mundo, en climas céalidos-htimedos y secos {De Ledn, 1984 y Shurtleff, 1977). Se ha
reportado principalmente en Nigeria y Sudéafrica; Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Colombia, Costa Rica, Guatemala, México, Nicaragua y Perd (América); Tailandia e India
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(Asia), donde se han registrado dafios ligeros, moderados y severos de la enfermedad
(Ortega y De Ledn, 1971). En el territorio mexicano se ha reportado en el Estado de
México, El Bajio, Jalisco, Michoacan, Puebla, Tamaulipas, Tlaxcala y Veracruz (Cepeda
y Orozco, 1989; Cepeda y Venegas, 1991; Cepeda et a/., 1994; Gonzalez et a/., 1987;
Ortiz-Cereceres, 1983; Navarrete, 1986).

Sintornatofogia. El hongo puede atacar desde la siembra hasta la cosecha (Cepeda vy
Venegas, 1991); causa marchitez de pldntulas y pudriciones de la raiz, tallo y mazorca
(Agrios, 1985; Flores y Delgado, 1991; Shurtleff, 1977). La pudricién de la mazorca y
el grano, son los dafos mas importantes, porque disminuyen el rendimiento (Cepeda,
1991; Cepeda y Venegas, 1991; Gonzadlez, et a/., 1987; Luo, 1988).

Los granos pueden ser invadidos en cualquier etapa de desarrolio. El hongo penetra
a través del epicarpio del fruto, o por las heridas occasionadas por padjaros e insectos, los
cuales pueden transportar, introducir o facilitar la entrada del hongo en el grano danado,
y asi favorecen la Pudricion de la mazorca (Smeltzer, 19593; Christensen y Wilcoxson,
1966; Shurtleff, 1977; Nyvall, 1979; Holliday, 1980; Sutton, 1982; De Ledn, 1984;
Wickiow, 1988; Drepper y Renfro, 1990).

Los granos afectados presentan sintomas de pudricién, rayas, ruptura, manchas
obscuras del epicarpio, muerte del embrién, arrugamiento, y germinacién prematura
(Agrios, 1985 y Gonzalez et a/., 1987).
E! epicarpio puede estar opaco Yy

arrugado, o bien, carecer de
sintomas, y la deteccion del hongo
solo es posible al inducir _la

germinacién de los granos en agar
(Walker, 1975).

Los sintomas de pudricién de la
mazorca estan frecuentemente
asociados con la pudricién del tallo,
ya que el hongo crece rapidamente
de un érgano a otro (Walker, 1975;
Miller & Pollard, 1976). En los granos
colonizados se desarrolla un
crecimiento algodonoso de color
rosado (Figura 5).

En postcosecha el hongo invade vy
contamina severamente al grano que
se almacena bajo condiciones de
humedad relativa alta y temperatura
favorable (Agrios, 1985).

Figura 5. Sintomas de la enfermedad
"Pudricién de la mazorca”
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Epifitiologia. La enfermedad causa dafios mas severos cuando se presentan lluvias
_fuertes y permanentes, desde la etapa de espigamiento hasta la cosecha; su incidencia
se incrementa en las mazorcas que No estan bien cubiertas por las bracteas, que estan
en contacto con el suelo y que sufren dafnos por insectos y pajaros (Shurtleff, 1977;
Sutton, er a/., 1980; Heo, et a/., 1981; Luo, 1988). En clima seco y cdlido puede causar
severas pudriciones de tallo de las plantas préximas a la floracion (De Ledn, 1984).

Control. La eliminacién de los residuos vegetales coadyuva a disminuir a un minimo el
indculo de primavera. Ademadas, se debe proteger con fungicida la semilla y sembrar
variedades resistentes (Walker, 1975). Cuando el patégeno se disemina a través de la
semilla, es muy dificil eliminario con tratamientos fisicos o Qquimicos {Daniels, 1983).
En México se ha observado que el maiz afectado por F. moaniliforme es rechazado
por cerdos, vacas, gansos y pollos. lo que ocasiona pérdidas econémicas al productor

{(Navarrete, 1986; Carvajal, 1994).
2.9 Micotoxinas de F. monHiforrme

Antecedentes. Las micotoxinas son metabolitos secundarios téxicos producidos por
diversas especies de hongos toxigenos, en medios de cultivo y substratos naturales
como granos, forrajes y diversos productos alimenticios, que cuando son ingeridos por
los animales o el hombre, pueden provocar enfermedad y la muerte (Cullen y Caidwvell,
1983; Hsieh, 1988). Las fusariotoxinas son toxinas producidas por especies del género
Fusarium.

En Italia, Saccardo (1881) aislé a F. moniliforme de granos de maiz contaminados
y lo nombré Oospora verticillioides Sacc. Al hongo se le involucré en la enfermedad
denominada Pelagra, producida por el consumo del maiz contaminado en italia y Rusia.
En esta época, en Estados Unidos se presentd una epizootia severa, asociada con la
ingestién de maiz contaminado con este hongo descrito como F. moniliforme por Sheldon
en 1904 (Marasas et a/., 1984); por io que se sospecha que este patégeno ha estado
involucrado en enfermedades del hombre y animales, desde el siglo pasado.

Algunas fusariotoxinas como la zearalenona y los tricotecenos se han involucrado
en diversas enfermedades del hombre tales como Aleucia Téxica Alimentaria (ATA),
enfermedad Urov, intoxicacién por grano rofioso, cancer del eséfago, asi como en
numerosas enfermedades de animales caracterizadas por sindromes cancerigenos,
teratdgenos, mutadgenos, hemorragicos, estrogénicos y eméticos (Marasas er a/.,1984;

Tanaka y Ueno, 1989; F.A.0O., 1991).

a. Zoaralenona (ZEA) o toxina F-2.
Esta toxina contamina al maliz, trigo, cebada, avena, sorgo, ajonjoli, alimento

concentrado y piensos (Mirocha et a/., 1977; Shotwell, 1977). La producen las especies
Fusarium graminearurn Schw., F. moniliforme Sheld., F. oxysporum {(Schiecht.) Sny. &
Han., F. sporotrichioides Sherb. [ = F. tricincturn (Cda.)]) Sacc. (Mirocha y Christensen,
1974; Mirocha er a/., 1977; Gimeno, 1983; O.P.S., 1983); asi como por F. avenaceum
(Fr.) Sacc., F. chlamydosporum Woll. & Rein., F. cul/morum (Smi.) Sacc., F. equiseti
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(Cda.) Sacc., F. /ateritiurm (Nees) en. Sny. & Han., F. nivale (Fr.) Ces., F. poae (Peck.)
Woll., F. sambucinum Fuck., F. semitecturn Berk. & Rav. y F. so/ani (Mart.) Appel &
Woll. (Marasas er a/., 1984).

De estas especies F. grarminearum ( = F. roseum) la produce en mayor cantidad
(3 OO0 a 15 000 mg/kg); mientras F. moniliforrme rara vez la llega a sintetizar y en
cantidades pequerias (de 1 a 19 mg/kg) (Mirocha et a/., 1977).

Propiedades fisicas y quimicas. Es una lactona del dcido fendlico resorcilico (C,gH,,04).
Se clasifica como un nonacétido del grupo de policétidos. Es muy estable a la
descomposicién hidrolitica por su anillo de lactona (Figura 6). Es un compuesto cristalino
blanco, con peso molecular de 318 y una temperatura de fusién de 164 a 165°C. Es
soluble en éter, benceno, cloroformo, cloruro de metileno, acetato de etilo, alcoholes
acetonitrilo y alcalis acuosos; pero es insoluble en agua, tetracloruro de carbono y

bisulfuro de carbono.
Presenta sus picos maximos de

absorcién en alcohol etilico a 236
(E = 29 700), 274 (E = 13 909) y HO 0 H2
316 »nm (£ = 6 0220). Emite una “2

fluorescencia azui-verde bajo UV de
longitud de onda larga (360 nm) y
una fluorescencia verde mas intensa HO ==

bajo luz UV de longitud de onda 0
corta (260 n1m). Requiere de baja H

temperatura (12-14°C) para que se
produzca en cantidades elevadas
(Mirocha vy Christensen, 1974;
Mirocha er a/., 1977: O.P.S., 1983).

Figura 6. Estructura quimica de la
zearalenona (Pier, 1981)

Efectos paroldgicos. Afecta a cerdos, bovinos, pollos y pavos. Causa efectos
hemorrdgicos, estrogénicos, eméticos y de rechazo al alimento (Marasas et a/., 1984).

El sindrome estrogénico es frecuente en cerdos (muy susceptibles). Se caracteriza
por vulvas y gldndulas mamarias edematosas y agrandadas, muerte de las crias,
esterilidad y protrusiones rectal y vaginal, lo que a veces precede a la muerte. Los
machos jévenes sufren afeminamiento con orquitis y atrofia de los testiculos y
agrandamiento de las glandulas mamarias. Las camadas son escasas y los animales
débiles y pequenos. La micotoxina se transmite a los lechones a través de la leche
materna. Las dosis dafinas son de 1 mg/cerdo adulto por 8 dias (Mirocha y Christensen,
1974; Shotvvell, 1977; Aucock et a/., 1980; Pier, 1981; Gimeno, 1983; O.P.S., 1983;
Plattner y Bennett, 1983; Tong-Xia y Chi, 1988; Carvajal, 1994).

La micotoxina interfiere en el metabolismo de los aminodcidos libres, al promover
la sintesis de proteinas uterinas en lugar de las necesarias para el desarrollo del animal;
afecta el sistema hormonal, por sus propiedades estrogénicas compiten con las hormonas
sexuales, en los receptores celulares del estradiol (Mirocha et a/., 1977; O.P.S., 1983).
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En bovinos provoca la disminucién de la fecundidad y la prolongacién def celo. En
pavas y gallinas reduce la produccidn de huevos. En ratas es teratdgeno, causa
deformacién del esqueleto de fetos a dosis de 1 mg/kg de peso corporal (Mirocha et a/.,

1977; O.P.S., 1983; Carvajal, 1994).

En hongos como F. roseum, la ZEA actGa como una hormona reguladora de la
produccién de peritecios; reduce el nimero de peritecios de Cochliobolus carbonumy C.
heterostrophus a concentraciones de 50 a 200 ug (Mirocha y Christensen, 1974;
Mirochaeral/., 18977). Provoca actividad emética en mandriles. En el hombre, laingestion
prolongada de alimentos contaminados puede ser un riesgo para la salud; aunque no
existen informes especificos sobre los efectos adversos de esta toxina (O.P.S., 1983:;

Marasas er a/., 1984; Carvajal, 1994).

8iosintesis. Es favorecida por bajas temperaturas (12-14°C); aunque se pueden producir
cantidades pequefas a temperatura del laboratorio (22-27°C). La contaminacién de maiz
se incrementa cuando se almacena a 6-18°C vy 23% o mas de humedad. Puede ser

inhibida por Vapona (dimetil-2-2-diclorovinil fosfato) sin que se afecte el crecimiento
micelial def hongo (Mirocha et a/., 1977; Gimeno, 1983).

b. Tricortecenos.
los géneros: Cephalosporium, Cylindrocarpon,
Verticimonosporium vy

Los producen hongos de
Myrothecium, Stachybotrys, Trichothecium, Trichoderma,
principalmente Fusariurm (Mirocha y Christensen, 1974; Cole y Cox, 1981; Pier, 1981;

Betina, 1989).
Propiedades quirnicas. Pertenecen al grupo de ios sesquiterpenos altamente oxigenados;
poseen la estructura tetraciclica 12.13-epoxi-tricotec-9-eno (Figura 7). Tienen una unioén
olefinica en las posiciones 9y 10 y un grupo epoxienlas 12 y 13. Se diferencian entre
si, por los tipos de oxidaciones y esterificaciones en las posiciones 3,4, 7, 8y 15. Estas
variaciones estan directamente asociadas con el grado de toxicidad (Eppley, 1979; Pier,
1981; Betina, 1989). Se han identificado mias de 90 tricotecenos que se han dividido en
cuatro grupos. El primero de estos se caracteriza porque no contiene una funcién carbonit
en el carbdén 8 (C-8); incluye a la toxina T-2, toxina HT-2, monoacetoxiscirpenal,
diacetoxiscirpenol, tricodermina y scirpentriol. El segundo grupo contiene esta funcién
en ef C-8, como la fusarenona-X, desoxinivalenol! y tricotecina. Los grupos tercero y
cuarto estdn formados por las roridinas y verrucarinas, respectivamente (Eppley, 1979;
Cole y Cox, 1981; Beremand y McCormick, 1992).

£Efecros parologicos. Afectan a plantas, animales, bacterias, virus, hongos, insectos y
humanos. Son potentes inhibidores de la sintesis de proteina y ADN y causan
inmunosupresion (Pier, 1981 ; Betina, 1989; Beremandy McCormick, 1992). Enhumanos
y animales provocan nausea, vomito, diarrea, anorexia, ataxia, leucocitosis, leucopenia,
inflamacién del tracto gastrointestinal, degeneracién del sistema nervioso central,
hemorragia del musculo cardfaco, lesiones en el ganglio linfatico, testiculos y timo, dafos
severos en la piel, higado vy rifién, probiemas reproductivos, pérdida de peso y muerte
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(Cole y Cox, 1981; Betina, 1989). En la patogénesis de las ptlantas actdan como
fitotoxinas no especificas de hospedantes; producen sintomas de clorosis, necrosis y
otros, a concentraciones bajas. Se ha encontrado correlacién entre la virulencia del hongo
y su habilidad para producir estas toxinas /n vitro (Snijders, 1988; Desjardins, 1992).

Biosintesis. Los tricotecenos son biosintetizados a partir del farnesil pirofosfato via el
hidrocarbén tricodieno (Desjardins, 1992). La produccién en cultivo puro depende de la
composicién de nutrimentos, temperatura, aereacién, condiciones de fermentacién, de
la especie y raza del hongo; aunque no se sabe cémo estos factores regulan
especificamente este proceso tanto /in vitro como en las plantas infectadas por Fusarium
(Desjardins, 1992). En granos de cereales y productos alimenticios contaminados por
hongos, se han encontrado con mas frecuencia el diacetoxiscirpenol, desoxinivalenol,
nivalenol y toxinas T-2 y HT-2 (Eppley. 1979; Pier, 1981; O.P.S., 1983; Betina, 1989).

Toxina T-2

Es producida principalmente por Fusarium poae y F. tricinctum. Ademas por F.
avenaceum, F. acuminaturm EN. vy Kell., F. chlamydosporum, F. culmorum, F. equiseti, F.
graminearum, F. heterasporum Woll., F. [lateritium, F. moniliforme, F. nivale, F.
oxysporum, F. rigidiusculum (Brick.) Sny. y Han., F. sambucinum, F. scirpi Lamb. y
Fautr., F. semitecturn, F. solani, F. sporotrichioides y Trichoderma lignorum (Cole y Cox,
1981; Pier, 1981; Marasas et al/., 1984; Betina, 1989; Carvajal, 1994; ). Su peso
molecular es 466 y su férmula molecular es C,H;3,0,. Su estructura quimica es similar
a la del diacetoxiscirpenol (Figura 7) (Cole y Cox, 1981; Pier, 1981).

T-2 DAS DON

Figura 7. Estructura quitnica de los tricot. toxina T-2, diacetoxiscirpenol (DAS)
y desoxinivalenol (DON) (Cole y Cox, 1981; Fier, 71981)
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En el hombre la toxina T-2 provoca dafios en la piel, higado y rifién; hemorragias
internas, vémitos, diarreas; pérdida de peso y muerte. Fue la responsable de la
enfermedad Aleucia Téxica Alimentaria, que causé estragos en los habitantes rusos
(1931-1947) que consumieron alimentos contaminados con F. sporotrichioides (F.
tricinctum) y F. poae. Los enfermos presentaban erosiones y ulceraciones en dedos,
boca, esdéfago, estémago e intestino delgado; leucopenia, anemia, hemorragia y
disminucién del sistema inmunolégico (Joffe, 1971; Mirocha y Christensen, 1974;
Shank, 1978; Pier, 1981).

En bovinos lecheros provoca hemorragias en las visceras internas, a dosis de 2
mg/kg de peso. En cerdos, hiperestrogenismo, vémitos y rechazo de alimento (Mirocha
y Christensen, 1974). En gansos, necrosis de la mucosa del es6fago, proventriculo y
mollejas, a dosis de 25 mg/kg (O.P.S., 1983). En patos, vémito a dosis de 0.1 mg/kg.
En gatos, vémito, diarrea, anorexia, ataxia de las patas traseras, lagrimeo y evacuacién
de fluido hemorragico, a dosis de 0.1-0.2 mg/kg (Cole y Cox, 1981; Betina, 1989).
En mandril, actividad emética. En ratas albinas, toxicidad dérmica. En ratones albinos,
hiperestrogenismo. En pollos, lesiones orales. En pavos, pérdida de peso (Marasas er a/.,
1984). iInduce necrosis de labios o pico, cavidad oral, es6fago y estémago en cerdos,
bovinos, aves y gatos (Pier, 1981).

Diacetoxiscirpenol (DAS)

Es producido por los hongos F£. acuminatum, F. avenaceum, F. culmorum, F.
equiseti, F. graminearum, F. lateritium, F. moniliforrme, F. oxysporum, F. poae, F.
sambucinum, F. scirpi, F. sermitecturn, F. solani, y F. sporotrichioides {Betina, 1989; Cole
y Cox, 1981; Marasas er a/., 1984; Pier, 1981). Su peso molecular es de 366, su
férmula molecular es C,3H,,0, (Cole y Cox, 1981). Su estructura quimica es similar a la
toxina T-2 (Figura 7). Su biosintesis es favorecida a temperaturas de 6-18°C (Pijer,
1981).

Es inhibidor de la sintesis de proteinas; induce necrosis de la piel y las membranas
mucosas en diversos animales. Provoca actividad emética en mandril; toxicidad dérmica
en ratas albinas, conejo, ratén y cerdo de Guinea; hiperestrogenismo en ratones albinos
y rechazo de alimentos en cerdos. En porcinos, bovinos, aves y ratas ocasiona
gastroenteritis, pérdida de peso y menor produccién de huevos. Es muy fitotéxico (Cole
y Cox, 1981; Pier, 1981; Marasas et a/., 1984).

Desoxinivalenol (DON) o vomitoxina

Es producido principalmente por Fusarium graminearurrn, asi como por F.
acuminatum, F. avenaceum, F. culmorum, F. equiseti, F. nivale, F. poae vy F.
sporotrichioides (O.P.S., 1983; Marasas et a/., 1984; Carvajal, 1994;). No se han
identificado cepas de F. rmoniliforme productoras de esta micotoxina (Marasas et al.,
1984). Su peso molecular es 296, su férmula molecular es C,5H,,0¢ (Cole y Cox, 1981).

Su estructura quimica se presenta en la Figura 7. Se encuentra con mas frecuencia
en maiz, trigo, cebada y avena, antes de la cosecha y en el almacén, en las regiones
productoras del centro de Estados Unidos y Canadd. En humanos ocasiona anorexia,
nausea, vomitos, cefalea, dolor abdominal, diarrea, escalofrio y convulsiones, que pueden
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ser los efectos de la interaccién de la vomitoxina con el nivalenol, la T-2 y el DAS (Pier,
1981; Carvajal, 1994). Es citotéxico para fetos de rata. Disminuye el tamafio de los
lechones. Provoca emesis en cerdos, perros, gatos y patos (Pier, 1981).

2.5 Técnicas para el andlisis de micotoxinas

La zearalenona y los tricotecenos presentes en maliz, se pueden extraer, identificar
y cuantificar mediante técnicas especiales de cromatografias en capa fina, de liquidos y
de gases; espectroscopia infrarroja, espectrometrfa de masas y otras (Conley, 1979;
Scudamore et a/., 1988).

En la presente investigacion se utilizaron las técnicas de Thomas er a/. (1975) y
de Romer (1986) para la extraccién respectiva de ZEA y de tricotecnos (toxina T-2, DAS,
DON) de maiz, porque en el laboratorio de Micotoxinas del instituto de Biologia-UNAM,
se dispone de ta metodologia, el material y el equipo necesarios; ambas se describen en
forma general, a continuacién.

a. Técnica de Thomas et &/. (1975)

Es especifica para extraer y cuantificar aflatoxinas y zearalenona; tiene las ventajas
de su alta sensibilidad, es rdpida pues una muestra se procesa entre 65 y 70 minutos,
es de menor costo y es de riesgo moderado (Campos, 1987; Pereda, 1987). Requiere la
aplicacidn de una mezcla de metanol-agua (6:4 v/v) para disolver la toxina, cloroformo
para eliminar grasas, carbonato cuprico para quitar pigmentos y sulfato de sodio anhidro
para extraer moléculas de agua de la muestra.

b. Técnica de Romer (1986)

Se desarrollé para extraer especificamente tricotecenos; recupera del 90 al 99%
del compuesto; puede detectar concentraciones de ug/kg (ppb) de fusarenona X,
nivalenol, toxina T-2, neosolaniol, toxina HT-2, DON y DAS (Barcenas, 1988); las cuales
se extraen del tejido vegetal aplicando una mezcla de solventes a base de acetato de
etilo, metanoil-agua, acetonitrilo-metanol. La mezcla . metanol-agua se aplica con
frecuencia en la extraccidn, purificacién y deteccién-cuantificacién de los tricotecenos
producidos por Fusarium spp. en granos y productos alimenticios. El extracto de la
muestra se purifica al pasario a presién por una columna empaquetada con capas
sucesivas de fibra de vidrio + papel filtro + alimina + carbén activado + celite. El
extracto se purifica mediante separacién liquido-liquido, seguida por la aplicacién de
columnas de gel de silice y cromatografia de placa fina (Eppley, 1979).

c. Cromatografia en capa fina (TLC)

Permite separar e identificar los componentes de una mezcla. En ella interactdan
tres elementos principales: 1) La fase estacionaria (placa con gel de silice), 2) La mezc/a
de /los componentes a separar (muestra y estandar) y 3) La fase movil (desarrollador de
micotoxina). En este proceso los componentes de la muestra son separados por la accién
de fuerzas fisicas y quimicas. En la cromatografia sdélido/liquido existen la fase
estacionaria normal (polar) y la reversa (no polar). Es répida, sencilla, verséatil y
reproducible. Requiere volimenes muy pequeiios de muestra.
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Se fundamenta en que los componentes de una muestra se distribuyen
diferencialmente en las fases fija (estacionaria) y mdvil, que estan formadas por gel de
silice y el sistemma de desarrollo de micotoxinas, respectivamente. La fase mdvil
transporta {0os compuestos que se van a separar y se desplaza a través de los espacios
de la primera fase (Peckok y Shieids, 1983; Campos, 1987; Pereda, 1987; Barcenas,
1988; Paterson y Bridge, 1994).

En este tipo de cromatografia se utifizan placas de aluminio o de vidrio recubiertas
con gel de silice, con gran capacidad de adsorcién, cuyas particulas miden de 1 a 5 u.
En la parte inferior de la placa se deposita una pequefia muestra de la sustancia que se
va a analizar; el borde inferior se sumerge en el sistema de desarrollo de micotaxinas
dentro de una camara de vidrio cerrada. El disolvente asciende por capilaridad y arrastra
los componentes de la muestra (Masterton y Slowinski, 1979). El compuesto mas soluble
presenta un mayor desplazamiento y el menos soluble, que se adsorbe con mas fuerza,
recorre una distancia menor. Cuando el disolvente alcanza la parte superior de la placa,
se marca su limite, se saca de la cdmara, se deja secar, se marca la ubicacién de los
compuestos separados, que se hacen evidentes mediante algun proceso de revelado

(Pereda, 1987).
d. Cromatografia de liquidos (HPLC)

La cromatografia se utiliza con frecuencia para separar y la espectroscopia UV para
identificar metabolitos fungosos secundarios. Se pueden cuantificar los metabolitos
removidos de las placas de TLC o directamente por HPLC analitica.

En este tipo de cromatografia, la separacién de los compuestos también se efectUa
mediante interacciones entre la muestra y la fase estacionaria, la cual estd empaquetada
en una columna delgada. La fase mdvil es un liquido. La cromatografia de adsorcion se
realiza cuando la fase estacionaria es un material adsorbente y la separacidn se basa en
repetidas erapas de adsorcidn-desorcion. Se denomina cromatogratia en fase inversa
cuando el lecho estacionario es de naturaleza apolar {hidrocarburo) y fa fase mdvil es un

liquido polar (agua o alcohol); cuanto mas apolar sea la muestra, su retencidn sera
mavyor. En el proceso de separacién se puede aplicar el médtodo de operacidon isocrdtica,
que permite utilizar sélo una sustancia como fase moévil, cuya composicion permanece
constante durante el andlisis de una muestra (Yost et a/., 1980).

La HPLC permite realizar anélisis rdpidos y reproducibles de mezclas complejas. Las
particulas que forman la fase estacionaria tienen un didmetro muy pequeno (5-15 um),
{o que permite que se utilicen columnas (de 25-50 cm x 2-5 mm) con gran capacidad de
resolucién, que hacen posible el incremento de la velocidad de flujo del eluyente (1-2
mbl/min). La presion de entrada y el flujo de la fase mdvil a través de la columna son
reguladas en forma muy controlada por una bomba. Se pueden utilizar volimenes de
muestra muy pegueiios (5 &), que se introducen a la fase movil inyectandolos con una
microjeringa de 5 a 50 ul de capacidad, a través de una valvula (septum). Los
componentes (solutos) de fa muestra se monitorean mediante algunas de sus propiedades
fisicas o quimicas (fluorescencia, absorbancia, etc.), después que el solvente pasa por
el sistema de detecciédn {(detector de fluorescencia o espectrofotémetro) conectado

después de la columna (Yost, et a/., 1980; Paterson y Bridge, 1994).
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Se fundamenta en que los componentes de una muestra se distribuyen
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sflice y el sistema de desarrollo de micotoxinas, respectivamente. La fase movil
transporta los compuestos que se van a separar y se desplaza a través de los espacios
de la primera fase (Peckok y Shields, 1983; Campos, 1987; Pereda, 1987; Barcenas,
1988; Paterson y Bridge, 1994).

En este tipo de cromatografia se utilizan placas de aluminio o de vidrio recubiertas
con gel de silice, con gran capacidad de adsorcién, cuyas particulas miden de 1 a 5 u.
En la parte inferior de la placa se deposita una pequefia muestra de la sustancia que se
va a analizar; el borde inferior se sumerge en el sistema de desarrollo de micotoxinas
dentro de una cdmara de vidrio cerrada. E! disolvente asciende por capifaridad y arrastra
los componentes de la muestra (Masterton y Slowinski, 1979). El compuesto mas soluble
presenta un mayor desplazamiento y el menos soluble, que se adsorbe con mas fuerza,
recorre una distancia menor. Cuando el disolvente alcanza la parte superior de la placa,
se marca su limite, se saca de la cadmara, se deja secar, se marca la ubicacién de los

compuestos separados, que se hacen evidentes mediante algun proceso de revelado
(Pereda, 1987).

d. Cromatografia de liquidos (HPLC)

Lacromatografia se utiliza con frecuencia para separar y la espectroscopia UV para
identificar metabolitos fungosos secundarios. Se pueden cuantificar los metabolitos
removidos de las placas de TLC o directamente por HPLC analitica.

En este tipo de cromatografia, la separacién de los compuestos también se efectua
mediante interacciones entre la muestra vy la fase estacionaria, l1a cual estd empaquetada
en una columna delgada. La fase mdvil es un liquido. La cromatografia de adsorcién se
realiza cuando la fase estacionaria es un material adsorbente y la separacién se basa en
repetidas etapas de adsorcidn-desorcién. Se denomina cromatografia en fase inversa
cuando el lecho estacionario es de naturaleza apolar (hidrocarburo) y la fase mdvil es un
Iiquido polar (agua o alcohol); cuanto mas apolar sea la muestra, su retencién sera
mayor. En el proceso de separacién se puede aplicar el rmétodo de operacion isocrédtica,
que permite utilizar sdlo una sustancia como fase mévil, cuya composicién permanece
constante durante el analisis de una muestra (Yost et a/., 1980).

La HPLC permite realizar andlisis rapidos y reproducibies de mezclas complejas. Las
particulas que forman la fase estacionaria tienen un didmetro muy pequefo (5-15 ym),
lo que permite que se utilicen columnas (de 25-50 cm x 2-5 mm) con gran capacidad de
resolucidén, que hacen posible el incremento de la velocidad de flujo del eluyente (1-2
mL/min). La presion de entrada y el flujo de la fase mévil a través de la columna son
reguladas en forma muy controlada por una bomba. Se pueden utilizar volimenes de
muestra muy pequeiios (5 ul), que se introducen a la fase mdévil inyectdndolos con una
microjeringa de 5 a 50 ul de capacidad, a través de una valvula (septum). Los
componentes (solutos) de la muestra se monitorean mediante algunas de sus propiedades
fisicas o quimicas (fluorescencia, absorbancia, etc.), después que el solvente pasa por
el sistema de deteccién (detector de fluorescencia o espectrofotémetro) conectado
después de la columna (Yost, et a/., 1980; Paterson y Bridge, 1994).
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. OBJETIVOS

La importancia fitopatégena y toxigena de Fusariurm moniliforrme Sheld. y el lugar
preponderante que ocupa el mafz en la alimentacidn de los mexicanos, motivaron el
desarrollo de la presente investigacién con los siguientes:

3.1 Objeativo general

Evaluar los efectos patolégicos y la capacidad de produccién de
micotoxinas, de aislamientos monospdéricos del hongo F. moniliforme
inoculados en genotipos de maiz culitivados en campo.

3.2 Objetivos especificos

b.

Observar la pigmentacién y las caracteristicas morfoldgicas de 894
aislamientos monospoéricos del hongo en tres medios de cultivo.

Evaluar |la eficiencia del gel de silice para preservar viables y virulentos a los
aislamientos del hongo.

Estudiar la histopatologia de granos de maiz con germinacién prematura.

Evaluar la patogenicidad de 94 aislamientos monospéricos en dos
genotipos de maiz cultivados en campo.

Conocer la respuesta de 18 genotipos de maiz a la colonizacién vy
produccién de micotoxinas de los cuatro aislamientos mas virulentos.

Aislar e identificar las fusariotoxinas producidas por los aislamientos
fungosos que fueron Mas agresivos al maiz, en dos ciclos de cultivo.

Establecer la correlacién entre la patogenicidad de los aislamientos
monospdricos y la produccion de las fusariotoxinas.

Determinar el grado de asociacién entre las enfermedades Pudricién de la
mazorca y Germinacién prematura provocadas por esta especie de
Fusarium.
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IV. MATERIALES Y METODOS

De acuerdo con los objetivos propuestos, la investigacion se desarrollé en tres
etapas sucesivas, Que comprendieron aspectos relacionados con la biologia, fitopatologia

y micotoxinas del hongo.

4.1. Biologia de Fusariurm moniliforrmme Sheld

Esta parte de la investigacién comprende la obtencién, morfologia, identificacion
y preservacién de los aislamientos monospdéricos del hongo; asi como la histopatologia
de granos de maiz con germinacién prematura. Se utilizaron l|os materiales vy
procedimientos que se describen a continuacién.

a. Aislamientos monospdéricos de F. moniliforme

Se realizaron muestreos en una parcela cuitivada con un genotipo criollo en
Cocula, Gro.; donde se observé el 34% de mazorcas con pudricién apical. Se
recolectaron muestras, se trasladaron al Laboratorio de Micotoxinas del Departamento
de Botanica del Instituto de Biologia de la UNAM (IB-UNAM), y se mantuvieron a 6°C.

En San Jeré6nimo Ocotitlan, Puebia, se localizé un cultivo de maiz criollo con 20%
de mazorcas afectadas con sintomas de germinacién prematura. Se tomaron muestras
del material y se trasiadaron al mismo laboratorio.

Método de ob ion. Los cultivos monospdricos se obtuvieron mediante la técnica
propuesta por Tuite (1969) y Booth (1971). Asf, en el laboratorio se seleccionaron
semillas con germinacién prematura o pudricién, se desinfestaron con hipoclorito de
sodio {(1.5%) por 3 minutos, se lavaron con agua destilada esterilizada, se secaron y se
sembraron en agua-agar {(1.5%), que reduce la contaminacién por bacterias (Nelson er
al., 1983). Los cultivos se incubaron a 26°C por una semana.

A partir de las colonias desarrolladas en agar, se preparéd una suspension de
conidios en agua destilada, sobre un portaobjetos excavado; se tomd una muestra y con
una asa se estrié en la superficie de agua-agar (1.5%): se incubaron los cultivos a 26°C
por 24 horas. Se localizaron conidios individuales germinados, se cortd el trocito de agar
con un conidio y se transfirié a una caja de Petri con medio de cultivo hojas de clavel-
agar (1.5%), que favorece la esporulacién abundante de esta especie de hongo (Nelson
et a/., 1983). Los cultivos se incubaron a 26°C.

En el Laboratorio de Fitopatologia del Centro Internacional de Mejoramiento de
Maiz y Trigo (CIMMYT) con sede en El Batan, Estado de México, se aplicé esta misma
técnica para obtener 34 aislamientos monospdéricos, a partir de cepas patégenas de £.
moniliforrme preservadas temporalmente en papel filtro esterilizado, a 5°C. Al final, a
cada aislamiento monospdérico se le asignd una letra y un ndmero para indicar su origen
(C = CIMMYT, G = Guerrero y P = Puebla).

ldentificacion. Se observaron las principales caracteristicas taxonédmicas del hongo, por
medio de técnicas de microscopia éptica y microscopia electrénica de barrido, las cuales
se describen a continuacién.
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Microscopia optica. Se identificaron los aislamientos monospdricos a nivel de especie,
siguiendo el cédigo de colores propuesto por Nelson er a/. (1983), que considera la
pigmentacién producida por la cojonia fungosa en papa-dextrosa-agar (PDA), como un
criterio taxondmico preliminar. Por ello, se transfirieron los 94 aislamientos a tubos de
ensayo con PDA, se incubaron 14 dias a temperatura ambiente en el laboratorio
(22 4+ 1°C) y se registré la coloracién de la colonia de cada uno de ellos.

Los aislamientos se cultivaron en cloruro de potasio-agar (6 g de KCly 15 g de
agar en 1 litro de agua destilada) para observar la formacién de cadenas de microconidios
tipicas de F. moniliforme. Asimismo, en el medio de cultivo hojas de clavel-agar -HCA-
(1.5 %) donde, de acuerdo con Nelson er a/. (1983), este hongo produce abundantes
esporodoquios y macro y microconidios de forma homogénea y estable.

Se realiz6é un microcultivo de cada aislamiento en cajas de Petri con HCA; se
depositd en la superficie del medio, un trocito de agar de =1 cm?®, se inoculé con el
hongo, se le colocd un cubreobjetos esterilizado, se incubdé 10 dias a temperatura
ambiente en el laboratorio, se desprendié del trocito el cubreobjetos y se hizo una
preparacién con lactofenol tenido con fuccina acida.

Se observaronlas caracteristicas taxondmicas del hongo, tales como microconidios
en cadena o falsas cabezuelas, forma de macroconidios y de conidiéforos y ausencia de
clamidosporas, que son las mas importantes para la identificacién de esta especie de
Fusarium (Burgess y Liddell, 1983; Nelson er a/., 1983). Se tomaron fotografias de estas
estructuras fungosas, en un microscopio compuesto (2eiss. Axioskop, West Germany)
provisto de una camara (Contax, Japan) con pelicula Velvia (Fujichrome, ASA 50).

Microscopia electronica de barrido. Se realizé para observar con mas detalle la morfologia
de conidiéforos, esporodoquios y macroconidios del hongo, en el Instituto de Fitosanidad
del Colegio de Postgraduados, con sede en Montecillo, Edo. de México. El procedimiento

fue el siguiente:

Se transfirié el aislamiento C-591 al medio de cultivo HCA (1.5%), se incubd por
una semana a temperatura ambiente (22 + 1°C), se seleccionaron trocitos de hojas de
clavel colonizadas, se fijaron por una hora en glutaraldehido al 6.5% en solucidn
amortiguadora de fosfatos (0.2 M pH 7.1), se lavaron con amortiguador de fosfatos. 3
veces por periodos de 15 minutos a 4°C.

El material se post-fij6é en tetradxido de osmio (0Os O,) por una hora a 4° C, se lavd
con cacodilato, 3 veces por perfiodos de 15 minutos a 4° C; se deshidratd en alcohol
etilico al 60, 70, S0 y 100 %, durante 15 minutos por solucién; se lavé 3 veces con
alcohol absoluto: se colocé en una secadora de punto critico (marca Samdri-780 A.
Tousimis, USA), se recubrié con oro en un ionizador (marca Jeol. Fine Coation Sputter
JFC-1100) y se observé en microscopio de barrido (marca Jeol modelo JSM-35 C).

jcos. Se realizé aplicando la técnica de

Py -
OS 7

Conservacion de /los

Windels er a/. (1988), con algunas modificaciones que se describen a continuacién.
Se utilizaron tubos de ensayo de 13 x 100 mm con tapa atornillable, a cada uno

se le agregaron 3 cc de gel de silice (Baker, 60 a 200 mailas), se esterilizaron a 180°C

por 1.5 horas, se enfriaron y se guardaron a 5°C. En otros tubos similares, se depositd
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1 ml de leche descremada (Svelty Nestlé), se esterilizaron a 120°C por 15 minutos, se
enfriaron, cada tubo se inoculé con un aislamiento previamente cultivado en HCA
(1.5%), se agité en un vértex (Vortex-Genie. Modelo K550G), se formd una suspension
de conidios, se tomaron 600 4L, con una micropipeta Eppendorf, y se depositaron dentro
del tubo de ensayo con gel de silice, colocado en agua con hielo; se mezcld el gel de
silice, con una espatula delgada, se tapd el tubo y se mantuvo una semana a temperatura
ambiente en el laboratorio (22 4+ 1 °C); se depositaron particulas de gel de silice, en medio
de cultivo papa-sucrosa-agar, se incubdé una semana y se registré la viabilidad de los
aislamientos fungosos. Finalmente se sell6 el tubo con parafilm y se guards a §°C. Asi
se preservaron los 94 aislamientos monospdricos del hongo, antes de utilizarios en los
experimentos de campo de 1994 y 1995.

b. Histopatologia de granos de maiz
Se realizé en el laboratorio de Histopatologia del instituto de Fitosanidad del

Colegio de Postgraduados, siguiendo la técnica de Urefna (1986), que se describe
enseguida:

Se seleccionaron granos de maiz con Germinacién prematura, recolectados en San
Jerédnimo Ocotitldn, Puebla, se lavaron, se trataron con hipoclorito de sodio (1.5 %) por
3 minutos, se enjuagaron en H,0 destilada, se colocaron en un frasco Gerber, se
cubrieron con H,O destilada esterilizada y se incubaron a 18°C por 72 horas.

Se cortaron a la mitad 10 granos hidratados, se fijaron por 24 h en CRAF Il
compuesto por partes proporcionales de las soluciones A (60 mL de acido crémico-
trioxido de cromo 10%-, 40 mL de dcido acético y 900 mL de agua destilada) y B (228
mi de formaldehido y 772 ml de agua destilada), y se lavaron con agua por 20 minutos.

El material se pasé por soluciones de 50, 70, 96 y 100% de alcohol etilico, de
xileno-metanol (1:1 v/v) y de xileno, por periodos de 2 h en cada una. Finalmente, se
incluyeron en parafina pura licuada (Paraplast a 50°C) por 48 h. Este proceso se realizé
en un procesador automatico (Tissue Processor marca Tissue-Tek I).

Se deposité la mitad de un grano en un cajita de papel (2 cm?), se incluyeron en
parafina licuada, se dejé solidificar (24 h), se quité el papel, se fij6é la muestra a un bloque
de madera (3 x 3 x 1 cm).

Serealizaron cortes de 8 micras en un microtomo rotatorio (820 Spencer American
Optical), se colocaron en portaobjetos con adhesivo de Haupt (1 g de gelatina, 2 g de
fenol, 13 mL de glicerina y 100 mL de agua destilada); se pusieron 3 gotas de
formaldehido (3.5%), se colocaron en una parrilla metélica (Lipshau modelio 374) a
+30°C por 20 minutos y se eliminé el exceso de parafina.

Se colocaron los portaobjetos dentro de una estufa a 50°C por 15 minutos, se
desparafinaron en xilol (3 cambios), se pasaron por soluciones de 100, 96, 70 y 50% de
alcohol etilico (3 minutos en cada una), se dejaron en safranina por 12 h, se pasaron por
soluciones de 50, 70, 96 % de alcohol etilico (3 minutos). Se tifieron con verde rapido,
se pasaron por alcohol al 96% y xilol (3 cambios), se montaron en bailsamo de Canad4d,
se colocaron en la estufa a = 50°C por 24 h, se limpiaron con xilol y se observaron al

microscopio compuesto.
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4.2 Fitopatologia de la interaccién F. moniliforrme - malz

Se realizaron dos experimentos de campo durante los ciclos agricolas de
primavera-verano (temporal) 1994 y 1995, en el Campo Agricola Experimenta! El Batan
de CIMMYT, en Metepec, Edo. de México. Se realizé la investigacién en condiciones de
campo tomando en cuenta que Fusarium es un hongo de campo, porque causa los dafos
mads severos durante el desarrolio del grano y antes de la cosecha del maijz.

4.2.1 Experimento de campo 1994
Se realizé en el periodo mayo-noviembre de 1994, con el propésito de evaluar la

patogenicidad de 94 aislamientos y de esta manera se seleccionaron los mas virulentos
para determinar su capacidad de praoduccién de ias micotoxinas ZEA, T-2, DAS y DON,
en 2 genotipos de maiz. Para ello, se utilizaron los materiales y la metodologia siguientes:

a. Tratamientos
Se estudiaron 94 aislamientos monospdricos del hongo (34 del Laboratorio de

Fitopatologia de CIMMYT, 20 de Guerrero y 40 de Puebla); asi como 3 tratamientos
testigo sin herida y 3 con herida hecha con punzén en el elote; por o que fueron 100
tratamientos (Tabla 1) que se aplicaron en el genotipo 1: TL94A-1977-15 y en el
genotipo 2: TL94A-1977-17, proporcionados por CIMMYT, y que en ensayos previos se
habifan comportado como tolerante y resistente a F. moniliforme, respectivamente
(Jeffers, 1994). En este primer experimento, se incluyeron casi 100 aislamientos
monospdricos del hongo, con el propdsito de seleccionar los que resultaran mas
agresivos para provocar las enfermedades Pudricién de la mazorca y Germinaciéon
prematura, y utilizarlos en el segundo experimento de campo en el ciclo siguiente (1995).

b. Disefio y unidades experimentales

En las parcelas de los
genotipos 1 y 2, los 100
tratamientos se distribuyeron al azar
en un Disefo Experimental Alfa
Latice, que es Util cuando no existe
una relacion factorial entre
tratamientos, estos son muchos
(p.e.> 16) y el sitio experimental es
muy heterogéneo (Barreto et a/.,
1992).

La unidad experimental fue un surco
de 2.5 m de largo, con 10 plantas.
Las distancias respectivas entre
surcos y plantas fueron de 0.75 y
0.25 m (Figura 8). Se utilizaron 3
repeticiones \Y 600 unidades
experimentales (Apéndice 3).

Figura 8. Caractoristicas de la unidad

experimental
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monilforme y tratamientos testigo

Tabla 1. Aislamientos monospéricos de £.
evaluados en ol experimento de campo 1994
Ne° Tratamiento N©° Tratamiento N° Tratamiento N©° Tratamiento
1. Testigo 1-P*® 26. P-8 51. P-47 76. C-497
2. Testigo 2-P* 27. P-9 52. P-48 77. C-501
3. Testigo 3-P* 28. P-11 53. P-49 78. C-520
4. Testigo 4-N**® 29. P-12 54. P-50 79. C-523
5. Testigo 5-N®* 30. P-13 55. P-51 80. C-555
6. Testigo 6-N** 31. G-8 56. P-52 81. C-566
7. G-1 32. P-22 57. P-53 82. C-571
8. G-2 33. P-23 68. P-54 83. c-574
9. G-3 34. P-24 59. P-61 84. C-576
10. G-6 35. P-26 60. P-62 85. C-591
11 G-7 36. P-27 61. P-63 86. C-599
12. G-9 37. P-28 62. P-64 87. C-600
13. G-10 38. P-29 63. P-65 88. c-618
14. G-11 39. P-30 64. P-66 89. C-624
15. G-12 40. P-31 65. P-67 90. C-625
16. G-15 41. P-33 66. P-68 91. C-633
17. G-16 a2. P-34 67. c-177 92. c-634
18. G-18 43. P-35 68. C-266 93. C-638
19. G-19 a4. P-36 69. C-269 94. C-644
20. G-20 45, P-37 70. C-275 96, C-675
21. G-24 46. P-38 71. C-298 96. C-706
22 G-26 47. P-39 72. C-422 97. C-709
23. G-28 48. P-44 73. C-423 98. C-713
24. P-3 49, P-45 74. c-474 99. Cc-721
25 P-4 50. P-46 75. C-476 100. C-755

Testigos con herida en el elote T (1, 2 y 3)-P

Testigo sin herida en el elote T (4, 5 y 6)-N
Aislamientos fungosos de Guerrero, Puebla y CIMMYT, respectivamente

-e

G, PyC
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c. Establecimiento y manejo del cultivo de maiz
La preparacion del terreno y demaéds labores de culitivo se hicieron de acuerdo con
las recomendaciones técnicas del Programa de Malz de CIMMYT, las cuales se describen

a continuacidén.

Preparacion del terreno y siembra. Se realizé un barbecho profundo y dos pasos de
rastra. Los surcos se trazaron a 0.75 m de distancia. La semilla se traté con una mezcla
de furadan 30% (50 ml/kg), arasan 75% PH (2 g) y agua (12 mL) (CIMMYT, 1985); se
sembré en terreno seco y en forma manual; se depositaron dos semillas cada 0.25 m en
el fondo del surco (Figura 8).

Labores culturales. Se efectuaron las principales labores agronédmicas en el cultivo, como
son riego para germinacién, aclareo, fertilizacion y controt de malezas, de acuerdo con
las recomendaciones técnicas de CIMMYT (Jeffers, 1994).

d. Multiplicaci6én de los aislamientos monospéricos

Cultivo en PDA. De los aislamientos monospdéricos preservados en tubos de ensayo con
gel de silice (a 5°C), se tomaron muestras de particulas, se depositaron en cajas de Petri
con PDA, se incubaron por 5 dias a 22°C bajo fotoperfodos de 12 h tuz/oscuridad,
proporcionados por lAmparas tubulares de 39 Watts con intensidad luminica de 24
micromols/m? /seg. Se utilizaron dos cajas por aislamiento.

Cultivo en glumas de avena. Las glumas verdes de avena, en estado intermedio de
desarrolio, favorecen el crecimiento rdpido y la esporulacién abundante de F. moniliformme;
por ello, se utilizaron para multiplicar tos 94 aislamientos del hongo, de acuerdo con el
procedimiento siguiente:

Se remojaron las glumas de avena en agua destilada durante 2 h, se depositaron
9 g de glumas por frasco de vidrio (150 cc), se colocd la tapa sin apretar, se esterilizaron

_en autoclave (marca Consolidated Stills & Sterilizers) a 120°C (15 libras,/pulgada? ( por
20 minutos; se repitié este tratamiento a las 24 h. Se utilizaron 2 frascos por aislamiento.

Se prepard una solucidn de dextrosa (15 g/litro de agua), de la cual se agregaron
20 ml a tubos de ensayo {15 x 2 cm) con tapa atornillable y se esterilizaron en autoclave.
Se prepard$ un tubo de ensayo por aistamiento.

Se cortaron cuadritos de + 0.5 cm? del centro de la colonia de cada aislamiento
monosporico cultivado en PDA; se depositaron en el tubo de ensayo con la solucién de
dextrosa; se agité en un vortex (marca UL mixer Vortex-Genie. Modelo K550G) por 1
minuto para formar una suspensién, que se distribuyé en los dos frascos con glumas de
avena (x 10 mil en cada uno); estos se agitaron para distribuir el inéculo, se incubaron
10 dias a 22 °C bajo fotoperiodos de 12 h luz/oscuridad. Se inocularon 2 frascos por
aislamiento monospdrico.

Preparacion del inéculo. Al frasco inoculado se le agregaron 50 mL de agua destilada
esterilizada y fria (a 5°C), se formd una suspension, se filtré a través de un cedazo de
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manta, se recolecté en un frasco de vidrio (150 cc), se tapd y se guardd en un
refrigerador {(marca IEM) a 5°C. De cada frasco se prepard una dilucion {(1:50) de la
suspensién de esporas, se homogeneizé, se tomd una muestra, se depositsd en |los dos
campos de un hematocitémetro y se contaron los conidios en un microscopio compuesto

(American Optical).

e. Inoculaci6én de las plantas de maiz
Se transportaron al cultivo de CLAVO
maliz los frascos con el iné6culo (los _."‘,5'
94 aislamientos monospaéricos), ._“'-_ -
dentro de una hielera (marca — haae LR y
Coleman); se agité la suspensién de ] ]
esporas, se tomé una alicuota Ses o
suficiente para obtener una
concentracion de 500 000 ESPOMA
conidios/mL y se agregé a 500 mi
de agua en un frasco de 1 litro.
Cada uno de los 94 aislamientos se
inocularon en 60 plantas (6 surcos)
de los genotipos 1 y 2 de maiz, alos
7 dias después de la floracién \ﬂmu
femenina (95 dias después de la WADERA
siembra), qQue es Ila etapa mdas
apropiada (Drepper y Renfro, 1990).
Se inocularon =5 mlL en la parte — — L-J
media del elote, mediante la técnica ‘0.0z m PUNEZXN CON
de punzdén (Figura 9). [y ) ESPFORA
Se utilizd la misma técnica en
los 3 tratamientos testigo con herida,
_pero sélo se aplicé agua destilada; en
los otros 3 testigos sin herida, los
elotes estuvieron en estado natural.

Figura 9. Caracteristicas del punzén

f. Evaluacion de enfermedades foliares, acame de raiz y cobertura de mazorca

Se registraron para conocer el estado fitosanitario del cultivo después de la
inoculacién de Fusarium. Se midié la severidad del tizén foliar (Me/minthosporium
turcicum Pass.) y de la roya (Puccinia sorghi Schw.) en 16 surcos de los 2 genotipos,
mediante una escala ordinal con valores de 1 a §, donde 1 = planta sana y 5 = planta
afectada severamente por el patégeno (Figura 10).

Se determind el porcentaje de mazorcas afectadas por carbdn comun o cuitlacoche
[Ustilago maydis (DC.) Cda.], en todos los surcos de los genotipos 1 y 2, antes de la
cosecha. Se registré el porcentaje de acame de raiz contando las plantas que tenian una
inclinacién de 30 grados o mas, antes de la cosecha. Asimismo, se midié |la cobertura
de la mazorca, aplicando una escala ordinal con valores de 1 a 5 (Figura 11).
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Figura 10. Escala de calificacion de enf dades foliares (CIMMYT, 1985)

1 6

Excelente Regular Punta Grano Completamente
expuesta expuesto inaceptable

Figura 11. Escala de calificacién de cobertura de mazorca (CIMMYT, 1985)
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Q. Cosecha

Se efectud en forma manual, las mazorcas cosechadas se colocaron en bolsas de
malia de plastico etiquetadas, se trasladaron a mesas de trabajo donde se midieron §
variables de estudio; se secaron al sol por 10 dias, se metieron a un horno secador por
20 dias a = 40°C, se desgranaron en forma manual, se limpié el grano en un aparato
con ventilador (Bill’'s Welding, USA) y se midieron 2 variables de rendimiento.

h. Variables de estudio

Se midieron las variables presentadas en la Tabla 2, para conocer el efecto de los
tratamientos en los genotipos 1 y 2.

Tabla 2. Variables de respuesta evaluadas en el experimento de campo 1994

Variable Abreviatura Unidad de
medida
1. Porcentaje de pudricién de |la mazorca % PM %
2. Numero de granos con germinacién prematura NGGP Grano
3. Porcentaje de mazorcas con germinacién prematura % MGP %
4. Longitud de la mazorca LM cm
5. Peso total de granos PTG g
6. Peso de mil granos PMG g
7. Numero de mazorcas cosechadas NMC Mazorca

Peso de mil granos (PMG). Se separaron 1 000 granos por surco, en un contador
eléctrico automaético (Electronic Counter. The Old Mill Company. USA), se pesaron en
una balanza eléctrica (Casio, K Scale) y se obtuvo el contenido de humedad, que fue de
7.5%, en un determinador Steinlite (modelo G 100 g, Fred Stein Laboratories, USA).

Porcentafe de pudriciéon de mazorca (% PM). Este término denota el drea afectada donde
son evidentes los sintomas o signos del hongo; sin embargo, la infeccion no
necesariamente se manifiesta como pudricién o es observable a la vista; a veces, el
grano afectado tiene un aspecto normal o sélo presenta manchas opacas, estriado fino
o ruptura del epicarpio (Watker, 1975; Jeffers, 1994).

Se midid esta variable aplicando una escala ordinal con valores de 1 a 6, donde:
1=0%, 2=1-10%, 3=11-256%, 4 =26-50%, 5=51-75% y 6 =76-100% del tejido de
la mazorca afectado por el hongo (Figura 12).



Punto de inoculacién

51-728% . . . ,
Escala de calificacién de pudricién de mazorca por F. monlliforme Sheld

26 - 50 %
Figura 12.

i. Andlisis estadistico de las variables de estudio
Se elaboré una base de datos y se aplicSd el andlisis de varianza de acuerdo con

el modelo estadistico del Diseio Experimental Alfa Latice. A las variables que presentaron
efecto estadisticamente significativo de los tratamientos, a niveles de probabilidad de 1
vy 5 %, se les realizé la prueba de Tukey (P<_ 0.05) siguiendo el procedimiento propuesto
por Miller (1966). Asimismo, se efectio un andlisis de correlacién para determinar el
grado de asociacién entre las siete variables investigadas. Estos andlisis se hicieron por
medio del programa JMP versién 95 para Windows de la empresa SAS, en el Instituto
de Investigaciones en Matemadticas Aplicadas y Sistemas de la UNAM.

4.2.2 Experimento de campo 1995
Se realizé este segundo ensayo con el propdsito de evaluar la respuesta de 18

genotipos de malfz a la infeccién de mazorca y produccién de micotoxinas de las cuatro
cepas del hongo que fueron mads virulentas en el experimento de campo de 1994,

a. Factores de estudio y tratamientos
Se investigaron los factores: (1) Aislamiento del hongo: 4 cepas monospdricas y

ur tratamiento testigo (Tabla 3) y (2) Genotipo de mailz: 18 materiales donados por
CIMMYT, potencialmente tolerantes al hongo (Tabla 4). La combinacién de los niveles
de estos dos factores, mediante un arregio bifactorial 6x18, generé 90 tratamientos.

Aislamientos monospdéricos de F. moniliforrme Sheld. evaluados en el

Tabla 3.
experimento de campo 1995

Observaciones

Tratamientos
Testigo Planta con elote en estado natural (sin herida)

1.

2. C-591
3. P-12
9.
5.

Aislamiento utilizado en fitomejoramiento por CIMMYT

Provocé mayor porcentaje de infeccién de mazorca

P-44q Causé mayor nmero de granos con germinacién prematura

P - 64

Mayor porcentaje de mazorcas con germinacién prematura
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Tabla 4.
Genotipo Gonoalogl." Origen*™
1. CML 239 BA 94 2159-1
2. CML 240 BA 94 2159-2
3. CML 241 BA 94 2159-3
q. CML 242 BA 94 2159-4
5. CML 243 BA 94 2159-5
6. cML 244 BA 94 2159-6
7. CML 246 BA 94 2159-8
8. 8.P.vV.C. BA 90 163-4-1-1-1TL-B-# TL 95A 1824-1
9. B.P.V.C. BA 90 185-1-1-2-1TL-1-1TL-B-# TL 95A 1824-2
10. B.P.v.C. BA 90 185-1-1-3-2-4TL-B-# TL 95A 1824-3
11. B.P.vV.C. BA 90 185-2-1-2-2TL-1-1TL-B-# TL 95A 1824-5
12. B.P.V.C. BA 90 185-2-4-1-1-2TL-B-# TL 95A 1824-7
13. POB. 85 C4 HC 185-2-4-1-1TL-1-1TL-B-# TL 95A 1824-10
14. POB. 85 C4 HC 339-1-1-1-1-1-# TL 95A 1824-11
15. POB. 800 C5 HC 37-3-4TL-1-1-1TL-B-# TL 95A 1824-12
16. POB. 800 C5 HC 37-3-4TL-1-1-2TL-B-# TL 95A 1824-13
17. POB. 85 C4 HC 54-1-3-1TL-1-B-# TL 95A 1824-17
18. POB. 85 C4 HC 122-1-3-1TL-1-1TL-1-# TL 95A 1824-18

b. Diseflo y unidades experimentales
Los 90 tratamientos se distribuyeron en un diseiio experimental de Bloques al Azar

con Parcelas Divididas. En la parcela grande (principal) se asignaron los genotipos y en
la chica (subparcela), los aislamientos del hongo. Se utilizaron 3 repeticiones y 270
unidades experimentales (Apéndice 4), cuyas caracteristicas fueron descritas en el

experimento de 1994 (Figura 8).

La genealogia y el origen fueron asignados por el Programa de Maiz de CIMMYT.
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c. Establecimiento y manejo del cultivo de malz
La preparacion del terreno, la siembra y las labores de cultivo se realizaron como

en el experimento de campo de 1994,

d. Multiplicacién de los aislamientos monospdéricos
Se utilizaron 4 aislamientos preservados en tubos de ensayo con gel de silice, en

una incubadora {marca Precision, GCA Corporation) a 5°C; se transfirieron a medio PDA:
se pasaron a frascos con glumas de avena, se prepararon suspensiones de conidios, se
mantuvieron a 5°C y se determiné la concentracién de esporas por mL, siguiendo el

mismo procedimiento que en el experimento de 1994.

a. Inoculaciéon de las plantas de maiz
Se preparé medio litro de indculo (500 mil conidios/mL) de cada aislamiento, se

trasiadé al cuitivo, se inocularon los 18 genotipos mediante la técnica de punzén, a los
7 dias después de la floracién femenina, en 3 fechas diferentes, porque hubo variabilidad

en esta etapa fenoldgica.

f. Cosecha
Se cosecharon manuaimente las mazorcas, se trasladaron a mesas de trabajo

donde se midieron 5 variables, se secaron en el horno, se desgranaron a mano, se limpié
el grano y se determinaron 2 variables de rendimiento. Se siguié el mismo procedimiento

descrito en el experimento de 1994,

g. Variables de estudio
Antes de la inoculacién se registraron los dias a floracién masculina y dias a

floracién femenina, necesarios para establecer las fechas de inoculacién. Después de la
cosecha se midieron las mismas variables descritas en el experimento de 1994 (Tabla 2).

h. Andlisis estadistico
Se elaboré una base de datos de las variables evaluadas, se efectuaron
transformaciones matemadticas en las variables: Nimero de granos con germinacion

prematura mediante log (NGGP + 1), dias a floracién femenina mediante Box-Cox
(A =-0.6) y dias a floracién masculina mediante Box-Cox corregida (A =0.2) eliminandose
11 observaciones discordantes. Estas transformaciones fueron necesarias para hacer que
los datos experimentales se ajustaran |lo mas cerca posible a una distribucién normal, que
es una de las condiciones que se deben cumplir antes de realizar el andalisis de varianza
(Miller, 1966), el cual se hizo de acuerdo con el modelo estadistico del diseifio de bloques
al azar con parcelas divididas.

Los datos de las variables que tuvieron efecto estadisticamente significativo
(P < 0.01 o P < 0.05), se sometieron a la Prueba de Tukey (P < 0.05). Ademas se
realizé el andlisis de correlacion. En estos andlisis estadisticos se utilizé el mismo paquete

estadistico que en el ensayo de 1994.



29
4.3 An#élisis quimico de micotoxinas en maiz del experimaento de campo 1994

Preparacion de esrdndares. Se prepararon estandares puros de 4 micotoxinas (Tabla 5);
se diluyeron 400 uL de cada una en 200 kL del solvente tolueno-acetonitriio (97:3 v/v);
se aplicé la técnica de cromatografia de capa fina (TLC); se determind la concentracién
Sptima a utilizarse como referencia en la identificacién de las micotoxinas contenidas en

las muestras de malz.

Numero, lote, concentracién y dosis de los estndares de ZEA, T-2, DAS

Tabla 5.
y DON analizados mediante cromatografia de capa fina (TLC)

Estandar de micotoxina Concentraciéon Volamen (uL) aplicado Volumen éptimo
N° y (Lote) de Sigma, USA original (mg/mL*) en la placa de TLC determinado (L)
1. ZEA 5.0 50, 100, 150 y 200 40
Z2-2125 (36F-4001)
2. T-2 1.0 50, 100, 160 y 200 200
T-4887 (65F-4008)
3. DAS 1.0 50, 100, 150 y 200 200
D-0761 (105F-4018)
4. DON 1.25 50, 100 y 200 200
D-2651 (94-01321)

- Los esténdares se diluyeron en una solucién de benceno-acetonitrilo (9:1 v/v) a 4°C

4.3.1 Aislamiento e identificacion de zearalenona (ZEA)

Se seleccionaron 39 muestras de cada genotipo de maiz (78 en total) tomando
en cuenta las observaciones anotadas en el Apéndice 5. Se prepararon siguiendo el
procedimiento ilustrado en la Figura 13. Se molieron en un molino marca Glenn Mills
(Type 11.1) y se realizé el andlisis quimico aplicando las técnicas que se describen a

continuacion.

Extracci6én mediante la técnica de Thomas er a/. (1975)
Se licuaron 50 g de muestra con 150 mL de metanol-agua (60-40 v/v), por 2
minutos, se filtré el extracto en papel Whatman # 4 y se colecté en un embudo de
separacién de 250 mL. Se agregaron 30 mlL de una solucién saturada de cloruro de
sodio, 50 mL de hexano y se agité por 1 minuto dejando salir gases.

Al formarse las 2 fases, se transfirid la fraccién acuosa de metanol (inferior) a otro
embudo de separacién, se agregaron 50 mlL de cloroformo para extraer el metanoi
acuoso, se agité por 1 minuto dejando salir gases.



30

Al diferenciarse las 2 fases, se
drend la parte inferior de cloroformo

en un matraz de 250 mL con 5 g de
carbonato cuprico para precipitar los
pigmentos. Se agité por 2 minutos, INOCULACION EN EL CAMPO
se dejé asentar, se decantd el
cloroformo, se filtré en papel

I COSECHA DEL MA[Z

Whatman # 2, que contenia 5§ g de

sulfato de sodio anhidro, y se colectd

en un matraz de 250 mL. Se
SECADO DEL GRANO

agregaron 25 mlL mé&s de cloroformo

para lavar bien el carbonato cuprico

en el matraz y se volvié a decantar y

a filtrar. MOLIDO DEL GRANO
cloroformo del

Se evaporé el
extracto hasta = 1 mL, se transfirié a
un vial con tapa atornillable (15 x 45
mm) y se evapord a sequedad en
bafio maria (BG modelo BM 40 T) a
*+60°C. Se agregaron 600 L de
cloroformo y se resuspendié el
extracto agitando el vial en el vértex
(marca Genie 2 Sl) por 1 minuto.
Figura 13. Preparacién de las muestras
para el anélisis quimico por
cromatografia de capa fina

(TLC)

b. Aijslamiento e identificacién mediante TLC
Se utilizaron placas de aluminio cubiertas con gel de silice, de 20 x 20 cm (marca

Merck 60 F,5,. N° 6554), se les marcé un margen superior de 1.5 cm y otro inferior de

2.5 cm; en estos se marcaron 12 puntos a 1.5 cm de distancia.

Se aplicaron con una pipeta Eppendorf (100 4L), gota a gota, 40 4L (10 ug/ul) del
estdndar de ZEA y 300 u4L de cada muestra, sobre los puntos marcados donde se formé
una mancha concéntrica de + 1.0 cm de didmetro. Se colocd la placa en el desarrollador
de micotoxinas (20 mL de acetona, 40 mL de acetato de etilo y 60 mL de tolueno) dentro
de la camara de desarrolio cerrada, cuidando que el solvente no tocara los puntos de
aplicacién en la parte inferior de la placa. Se dejé correr el desarrollador con los solutos
sobre la placa (40 minutos). Se marcd con un lapiz el Iimite de avance del solvente, se
dejé secar la placa, se observé bajo luz UV de longitud de onda corta y larga (254/366
nm) en un ldmpara UV (modelo UVGL-25. UVP. U.S.A.), se marcaron las manchas
fluorescentes del estdndar y de las muestras. Se calculd la velocidad de flujo o factor de
retardacién (Rf) dividiendo el valor de la distancia recorrida (cm) por el soluto {muestra

o estandar) entre la distancia recorrida por el desarrollador (solvente).
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Cuantificacién por HPLC y espectrofotometria UV/Vis

Se utilizaron los materiales y la metodologia siguientes:

Equipo y material

- Cromatdégrafo de liquidos con sistema de inyeccién de solventes (bomba). Series 400
y vdalvula de inyeccién de 50 uL (Perkin Eimer).

- Columna para cromatografia de liquidos C-18 fase inversa (PE/HS 0.258-0.172). Serie

770.
- Integrador de datos LCI-100 (Perkin Eimer).
Espectrofotémetro en un intervalo de 190-750 nm. Lambda 3A UV/VIS (Perkin Eimer).
Aparato Kontes para filtrar solventes. N930-1063.
- Agitador con iman (Molda Agitherm. Lindberg).
Bomba de vacio. EBISA. Modelo FE. 1500. Serie 2431.
Jeringa de vidrio de 50 uL para inyeccién de muestras.
Papel filtro. Millipore. Cat. N© HVCP 047 0O.

c.

Estdndar
- Solucién "stock"” del estdndar de ZEA: 42 ppm en 3 ml de metanol grado HPLC. De

ésta se hicieron diluciones que contenian 1, 2, 3, 4 y 5 ppm de la micotoxina, para
hacer la curva de calibracién.

Condiciones de andlisis
- Fase movil: Una mezcla de 22% de metanol HPLC, 35% de acetonitrilo y 43% de

agua. Estos solventes se desgasificaron por agitacién y aplicacién de vacio.

- Velocidad de flujo: 2.0 mL/min.

- Longitud de onda: 256 nm. Esta se establecié de la siguiente forma: Se prepararon
diluciones de 8, 17, 25, 33 y 42 ppm de ZEA en 3 mL de metanol; se midié la
absorbancia de cada una, a intervalos de 5§ nm, de 190-750 nm del

espectrofotémetro.

Curva de calibracion
Se prepararon diluciones conteniendo 1, 2, 3, 4 y 5 ppm (mg/kg) del estandar de

ZEA; cada una de éstas se analizé por HPLC (3 repeticiones); se obtuvieron los
cromatogramas con sus areas respectivas. Estas dos variables mostraron una reiacion
de tipo lineal; de tal manera que a cada concentracién de ZEA le correspondis una area
en el cromatograma. Por ello se midié el grado de asociacién o correlacién entre estas
dos variables, a través del coeficiente de correlacién r (Steel y Torrie, 1985) y se utilizd

la ecuacion de la recta:
Yy = b + mx

Donde:
Area del cromatograma (variable dependiente).
Ordenada al origen.

Pendiente de la recta

Concentracién de la micotoxina (variable independiente).

A4
b
m
x
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A partir de los valores conocidos de x y y, se graficé la curva de calibracién de
ZEA, mediante el programa Excel versién 5, y se obtuvieron los parametros b, m y el
coeficiente de correlaciéon (r); los cuales se utilizaron posteriormente para calcular la
concentracién de la micotoxina en las muestras analizadas por HPLC, como se describe

enseguida.

Andlisis de ZEA en las muestras de maiz

Las muestras y estandares se
prepararon como se ilustra en la Figura rmw“ DE CAPA FINA I
14. Se marcaron uniformemente con 1

una regla perforada (5/16) las
superficies de las manchas RASPADO DEL GFL DE SILICE
fluorescentes en la placa de TLC. Se
raspé con una navaja el gel de silice
dentro de l|la mancha marcada; se SUSPECSIGI EN _EL_SOLVENTE
disolvié en 1 mL de metanol; se agité

en el vértex por 1 minuto; se pasé por
filtro de fibra de vidrio # 30 y se FILTRACION DOBLE

colectd el extracto en un vial.

Se agitdé el extracto, se extrajo
del vial con una jeringa de plastico (10
mL), se pasé a través de un filtro
Nucleopore (13 mm, 0.2 um); se

colectéd en el mismo vial lavado con Figura 14. Preparacién de las muestras
metanol, se evaporé a sequedad en el para el andlisis quimico por
hormo a 30°C y se guardd en un cromatografia de liquidos
congelador (marca American). (HPLC)

Se resuspendié en 500 4L de metanol y se analizé por HPLC la muestra que resultd
contaminada en el anélisis por TLC. Se obtuvieron los cromatogramas con sus areas. Se
determind la concentracién de ZEA correspondiente a cada area, aplicando la ecuacion
de la recta; donde se despejé x, quedando la ecuacién:

x = (y - b)/m

donde al sustituir los valores de y, b y m obtenidos previamente (curva de calibracién),
se determind el valor de x correspondiente a la concentracién de ZEA en la muestra.

4.3.2 Aislamiento e identificacién de tricotecenos (T-2, DAS y DON)

Se analizaron las mismas 78 muestras utilizadas en el anélisis de ZEA (Apéndice
5), para extraer y detectar la toxina T-2, el DAS y e! DON, que son los contaminantes
mas comunes en el maiz utilizado para la alimentacién del hombre y los animales.
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a. Extraccién mediante la técnica de Romer (1986)
Se licuaron 50 g de muestra por 1T minuto, con 50 mL de acetato de etilo, 100 mL

de metanol-agua (1:1 v/v) y 25 mlL de acetonitrilo-agua (21:4 v/v). Se filtr6 el extracto

en papel filtro Whatman # 4 y se colecté en un vaso de precipitado de 250 mlL.
Se utilizaron como columnas de cromatografia, jeringas de pldstico {10 mL)

preparadas con capas sucesivas de papel de fibra de vidrio, papel filtro Whatman # 4,

alimina y una mezcla de 75 g de carbdn activado y 30 g de celite.
Se utilizé un volumen de 3 mL de acetonitrilo-agua (21:4 v/v) para preparar la

columna. Se vacidé el extracto en la columna, se presiond con el émbolo de la jeringa, se
pasd por goteo a través de la columna, se colecté en un vaso de precipitado de 250 mL,
se evaporé a = 1 mmL en bano Maria a +60°C, se transfirié a un vial y se evapord a
sequedad en un horno (Despatch, Serie 4868, USA) a 50°C.

Se resuspendié en 200 4L de acetona-metanol (2:1 v/v), se agité en el v6rtex, se
evapord a sequedad, se disolvié el residuoc en 800 4L de tolueno-acetonitrilo (97:3 v/v)

y se agité en el vértex.

Se desarrollé la TLC de los tricotecenos tipo A, se aplicaron 200 uL de la muestra
y 200 uL de los estandares de DAS (2.5 wg/ul) y de toxina T-2 (2 yg/mL){Tabla 5), en
la placa para TLC (20 x 20 cm, marca Merck 60 F,s,. N° 5554); se corrieron las
micotoxinas en la cdmara con un desarrollador de tolueno-acetato de etilo-dcido férmico

al 90% (6:2:1 v/v/v).

Se asperjé a la placa una solucién de &acido sulfarico-metanol (1:10 v/v) y se
calenté en el hormo a 130°C por 10 minutos para revelar los componentes de la muestra,
se observd bajo luz UV (254/366 nm); se marcaron las manchas reveladas y se
calcularon los valores de retardacién (Rf).

Para los tricotecenos tipo B (DON) se aplicaron en la placa 200 ul. del extracto y
300 uL del estandar (Tabla 5); se corrieron las micotoxinas en la cdmara con un
desarrollador de acetato de etilo-metanol (20:1 v/v).

Se rocié a la placa cloruro de aluminio-metanol (1:5 p/v), se calentd en el horno
a 130°C por 10 minutos, se observs bajo luz UV, se marcaron las manchas formadas

y se obtuvieron los valores de Rf (Figura 17).

b. Cuantificacién por HPLC y espectrofotometria UV/Vis
Se utilizé el mismo equipo y material que en el andlisis de ZEA. Se prepararon las

curvas de calibracién para la toxina T-2 y el DAS, de la siguiente manera:

Toxina T-2 .

Las condiciones de andlisis fueron (a) Fase mdvil: Una mezcla de 60% de agua
destilada, 10% de metanol y 30% de acetonitrilo, (b} Velocidad de flujo: 1.0 mL/min y
(c) Longitud de onda: 260 nm, que se establecid al medir la maxima absorbancia en
diluciones de 25.2, 33.6 y 50.4 ppm (mg/kg) de T-2 en 3 mlL de metanol, a intervalos
de 5 nm. Se prepard una solucién "stock"” de 16.7 ppm (mg/kg) en 3 mL de metanol
HPLC, se hicieron diluciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8y 1.0 ppm (mg/kg) de T-2, se realizd
la HPLC con 3 repeticiones; se obtuvieron los crornatogramas con sus areas respectivas;
se graficé la curva de calibracién, y se calcularon el coeficiente de correlacién (r) y los
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parametros de la ecuacién de la recta, que después se utilizaron para obtener la
concentraciéon de T-2 en las muestras analizadas por HPLC.

Diacetoxiscirpenol (DAS)

Las condiciones de andlisis fueron (a) Fase moévil: Una mezcla de 65 % de agua
destilada, 15% de metanol y 20% de acetonitrilo, (b) Velocidad de flujo: 1.3 mL/min y
(c) Longitud de onda: 215 nm, que se establecid al determinar la maxima absorbancia en
diluciones de 8.4, 16.8, 25.2 y 33.6 ppm (mg/kg) de DAS en 3 mL de metanol, a
intervalos de 5 nm en el espectrofotémetro. Se prepard una solucidn "stock™ de 400 ppb
(vg/kg) en 550 L de metanol, se hicieron diluciones de 21.82, 43.64, 65.45, 87.27 vy
109.09 ppb (wg/kg) de DAS; se aplicé HPLC (3 repeticiones) para obtener los
cromatogramas con sus dareas; se graficé la curva de calibracién: se calcularon los
valores de del coeficiente de correlacién (r) y de los parametros de la ecuacién de la
recta, los cuales permitieron determinar la concentracién de la micotoxina en cada
muestra analizada por HPLC.

Andlisis de T-2 y DAS en /as muestras de maiz

Se aplicéd el mismo procedimiento descrito en la cuantificacion de ZEA.
Se rasp6 el gel de silice con cada una de la micotoxina en la placa de TLC, se disolvié
en 1 mL de tolueno-acetonitrilo (97: 3 v/v), se filtré y se analizé por HPLC, se obtuvo el
area del cromatograma de cada muestra y, con la informacién de la curva de calibraciéon
respectiva, se determinaron las concentraciones de estas micotoxinas en el extracto de
fa muestra.

4.9 Andlisis quimico de micotoxinas en maiz del experimento de campo 1995

Se seleccionaron 45 muestras correspondientes a los genotipos 2, 3y 13 de maiz,
tomando en cuenta la respuesta de estos materiales, a la inoculacién del hongo F.
moniliforme (Apéndice 14). Se prepararon las muestras como se indica en la Figura 13
y se sometieron al andalisis quimico para la extraccién, identificacion y cuantificacion de
ZEA, toxina T-2, DAS y DON.

4.4.1 Aislamiento e identificacién de ZEA

Se realizd la extraccidén e identificacién de esta micotoxina, mediante la misma
técnica de Thomas et a/. (1975), en las 45 muestras de maiz. Los extractos se analizaron
mediante TLC siguiendo la metodologia descrita en el experimento de 1994. Se
prepararon las muestras como se indica en la Figura 14 y se efectud la cuantificacion de
la micotoxina mediante HPLC, utilizando las condiciones de anadlisis mencionadas.

4.4.2 Aislamiento e identificacién de tricotecenos (T-2, DAS y DON)

Se realizd la extraccion e identificacién de estas micotoxinas, a través de la técnica
de Romer (1986) en las 45 muestras de maiz. Los extractos se analizaron mediante TLC
siguiendo la metodologia descrita en el experimento de 1994. Se efectud la preparacién
de las muestras (Figura 14) y se llevdé a cabo la cuantificaciéon de la micotoxina por HPLC,
utilizando las condiciones de andélisis mencionadas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Se presenta la informacién obtenida en el estudio de la biologia, fitopatologia y
micotoxinas de £. mouniliforme Sheld.

5.1 Biologia de F. moniliforrne
Se incluyen las caracteristicas culturales y morfolégicas, la identificacién y la

preservacién de los aislamientos monospdricos originales obtenidos de material enfermo;
asi como los resultados del estudio de histopatologia de granos con sintomas de
Germinacién prematura.

a. Aislamientos monospdricos

Se obtuvieron 94 aislamientos monospoéricos: 34 de CIMMYT, 20 de Cocula,
Guerrero y 40 de San Jerdnimo Ocotitlan, Puebla (Tabla 6). Todos se utilizaron en el
experimento de campo de 1994 y s6lo 4 en el de 1995.

Los cultivos monospdricos presentaron una apariencia uniforme en HCA en el
laboratorio. Las colonias tienden a conservar estables sus caracteristicas porque cada una
de ellas se origina de una espora que representa un genotipo individual y asi se asegura
la pureza inicial del hongo (Figura 15) (Tuite, 1969; Burgess & Liddeljl, 1983). Por elio,
los cultivos monospdricos deben ser el punto de partida de cualquier investigacion
relacionada con la taxonomia, fitopatologfa y micotoxinas de esta especie de Fusarium,
que cuando se cultiva en forma sucesiva, puede sufrir cambios que alteran su forma y

fisiologia (Nelson er a/., 1983).

Cultivo en medio PDA. Las colonias del hongo produjeron 8 tipos de pigmentaciones, las
mads frecuentes fueron el rojo carmin (31%), violeta (24%) y anaranjado (20%), como
se anotan en la Tabla 6. Estas variaciones de color son tipicas de F. moniliforrmne, sobre
todo cuando se cultiva en un medio rico en carbohidratos como el PDA; por ello, este

substrato se utilizé sélo para observar la pigmentacién de la colonia, la cual es una
la identificacién preliminar de especies de

caracteristica secundaria de utilidad en
Fusariurm (Burgess & Liddell, 1983). La tonalidad o intensidad de la coloracién varia de

acuerdo con el genotipo, la edad de la colonia y las condiciones de luz y temperatura
(Booth, 1871). Fusariurm es un género muy variable, que se adapta mediante cambios
morfolégicos y fisiolSgicos a las variaciones del medio donde se desarrolla (Nelson er a/..
1983). El 71% de los aislamientos monospdricos formaron esporodoquios, que son
fructificaciones de origen asexual donde se producen masas de macroconidios (Figura

16).

Cultivo en hojas de clavel-agar (HCA). Los aislamientos monospdricos formaron
abundantes masas de macroconidios agrupados en esporodoquios (Figura 16), en los
trocitos de hojas de clavel depositados en la superficie de agar, entre los 7 y 14 dias de
edad; estas esporas tenfan una forma mas estable que las originadas sobre fidlides

individuales en agar.
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Color y origen de ilas colonias de 94 aislamientos monospdricos de

Tabla 6.
F. moniiforme cultivadas en papa-dextrosa-agar (PDA)
Color® Origen del lami Ori Cantided
——

1. Blanco P (61). 1

2. Bronceado C {266, 423, 497, 520, 666, 721); G (26); P (35, 44, 53). 10

3. Café oscuro G (10, 18); P (27, 29, 31, 48). 6

4. Durazno C (476, 618). 2

5. Anaranjado C (177, 501); G (2,7, 8,9, 11, 12, 15, 20, 24, 28); 19
P (4, 9, 13, 23, 28, 45, 65).

6. Carmin C (269, 275, 523, 574, 591, 600, 633, 634, 638, 644, 706, 755); 29
P (22, 24, 26, 30, 34,36,37,38,46,47, 51, 52, 54, 62, 64, 67, 68).

7. Rosa G (1, 3, 16); P (39, 63). 5

8. Violeta C (298, 422, 474, 555, 571, §76, 599, 624, 625, 675, 709, 713); 22
G (6, 19); P (3. 8, 11, 12, 33, 49, 50, 66).

Total 94

En base al codigo de colores de Neison er a/. (1983)
Las letras C. G y P indican CIMMYT, Guerrero vy Puebia, respectivamente

Nota:

Cultivo en cloruro de potasio-agar. Los aislamientos monospdéricos formaron abundantes
cadenas de microconidios (Figura 15), que es una de las caracteristicas morfoldgicas
distintivas de esta especie de Fusariurn. Las cadenas se pudieron distinguir con mayor
facilidad en el microscopio estereoscépico, porque este substrato propicia un menor
contenido de humedad en la superficie del micelio del hongo (Nelson, et a/., 1983).

las estructuras morfoldgicas
septado con abundantes
{(c) Microconidios hialinos,

En el microscopio compuesto se observaron
siguientes: (a) Micelio hialino, de crecimiento rapido,
ramificaciones, (b) Conidiéforos simples o ramificados,
unicelulares, ovales, producidos en forma individual, en falsas cabezuelas o en cadenas
largas (Figura 15) y (d) Macroconidios hialinos, falcados con 3 a 5§ septas producidos en
fidlides simples o esporodoquios (Figura 16). Asimismo, se noté la formacién de
esclerocios color negro-azul y no se observaron clamidosporas ni peritecios (cuerpos
fructiferos sexuales). Estas caracteristicas morfoldgicas y culturales son de valor
taxondmico para la identificaciéon de la especie F. moniliforme, y coinciden con aquélias
descritas en los manuales ilustrados elaborados por Booth (1977), Burgess y Liddeil

(1983) y Nelson er a/. (1983).
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conidiéforos (cf), macroconidios (ma),

Caracteristicas del micelio (m),
microconidios individuales (mi), en cadena (mc) y en falsas cabezuelas (fc),

de F. moniliforme Sheld. observadas en el microscopio compuesto
{A = 320 x: B = 1 000 x; C: 1 000 x).
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A 4

{ma)
= 920 x;

C

(es), macroconidios
macroconidiéforos (monofidlides, mo) de F. moniliforme Sheld. observadas
(A = 900 x; B = 950 x;

esporodoquios

de

1 050 x).

en el microscopio de barrido

Caracteristicas

D

Figura 16.
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b. Conservacién de . monikforme en el Iaboratorio

Todos los aislamientos monospdéricos de F. monififorrme mantuvieron su viabilidad
por 5, 16 y 28 meses en tubos de ensayo con gel de silice. Asimismo, en |los ensayos
realizados en campo se confirmé que, los 94 aislamientos monospéricos causaron
sintomas severos de Pudricién de mazorca (Apéndices 7 y 9) y Germinacién prematura
(Apéndices 8, 10 y 11) y algunos de ellos conservaron su capacidad para producir las
micotoxinas ZEA, T-2 y DAS (Apéndices 15, 17 y 19), después de preservarlos por 5
meses. También los aislamientos monospé6ricos C-591, P-12, P-44 y P-64 fueron capaces
de provocar los sintomas de estas dos enfermedades (Tabla 14 y Apéndice 14) y de
producir estas 3 micotoxinas (Apéndices 16, 18 y 20) después de preservarlos 1 afio y
4 meses. Con estos resultados se confirma que, los aislamientos monospdéricos del hongo
se pueden conservar viables, patégenos y con capacidad para producir micotoxinas,
durante periodos prolongados de almacenamiento en el gel de silice. Asimismo, estos
resultados validan la informacién reportada por Windels er a/. (1988), quienes lograron
mantener viables por § ainos, el 1T00% de los aislamientos de esta especie de Fusarium;
sin embargo, ellos no realizaron pruebas de patogenicidad, después del aimacenamiento

prolongado de los hongos estudiados.

c. Histopatologia de granos de maiz
E! micelio de F. moniliforme se localizé principalmente en el embrién de granos con

Germinacién prematura. Estas observaciones confirman los resultados reportados por
diversos investigadores tales como Navarrete (1986), que ais!é al hongo en el 20% de
embriones y el 16% de cotiledones separados de semillas maduras y sembrados en PDA;
Lawrence et a/. (19817) quienes detectaron micelio de este hongo en la parte basal del
embrién; Styer y Cantliffe (1984) que localizaron al patégeno en el embriéon y el
endospermo de semillas de maiz. No obstante, en estos trabajos no se utilizaron semillas
afectadas por esta enfermedad, como se hizo en la presente investigacidén.

Por otro lado, en cortes longitudinales del embrién, se observé que la colonizacién
fungosa causé separacion y colapso de las células infectadas en los tejidos de la radicula
y el escutelo (Figura 17); este efecto se puede explicar porque durante el proceso de
invasién inter o intracelular, las hifas dei hongo secretan enzimas (pectoliticas,
celuloliticas, proteoliticas y lipoliticas), que degradan los compuestos de la pared y el
protoplasma de la célula y provocan el colapso de la estructura celular, tal como lo
sefialan Foley (1962), Kenaga (1974), Bauer (1984) y Agrios (1985).

Asimismo, en estos cortes se localizaron micelio y conidios en la capa interna del
pericarpio (Figura 17}, y se notaron células con nucleos anormales, un engrosamiento de
la capa de aleurona y ila presencia de estructuras globulares. Estos resultados coinciden
con los reportados por Lawrence et a/. (1981), aunque las semillas estudiadas por estos
investigadores no presentaban Germinacién prematura. Ademads, las observaciones de
este estudio de histopatologia, permiten confirmar la informacién reportada por Foley
(1962), Nyvall y Kommedahl (1970) y Lawrence er a/. (1981), quienes encontraron
micelio del hongo en las capas externas del pericarpio y en el endospermo, pero no

localizaron esporas.
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Figura 17. Cortes transversales del coledptilo (A=50 x. B=320 x) y longitudinales de
la radicula del embriéon (C =200 x) y en el pericarpio (D=400 x) de granos
de maiz infectados por F~. moniliforme. Aleurona (al), coledptilo (co),
endospermo {(en), radicula (ra), escutelo (es), tejido colapsado (tc), pericarpio

(p) vy micelio del hongo (mh)
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En este estudio histopatolégico se observaron conidios de F. moniliforme sélo en
las capas externas del cariépside; quizds porque la infeccién del hongo ocurrié en esta
porcién reducida (mancha) del grano; pues cuando estos maduran pueden sufririnfeccién
externa y/o sistémica, tal como 1o han indicado Koehler (1942) y Lawrence era/. (1981).

En algunos cortes transversales del coleSptilo se observaron hifas intercelulares,
pero no hubo separacidén del tejido colonizado, lo que sugiere que en la semilla infectada
de apariencia normal, el hongo puede invadir sistémicamente al tejido (Navarrete, 1986),
sin afectar el poder germinativo, el desarrollo y produccién de la planta, como lo citan

en sus trabajos Foley (1962) y Naik et a/. (1982).
La observacién de micelio, conidios y estructuras globulares de F. moniliforme

dentro de granos afectados por Germinacién prematura, permiten confirmar que este
hongo es capaz de sobrevivir y diseminarse en la semilla enferma, tal como se ha
mencionado en los trabajos de Booth (1971), Walker (1985) y Shurtleff (1977). Sin
embargo, la semilla afectada por esta enfermedad no se considera una fuente importante
de in6culo, como lo demuestran los resultados obtenidos por Navarrete (1986), quien no
encontré relacién entre el porcentaje de infeccién por £, moniliforme en la semilla
cosechada en el primer afio y la incidencia de la Germinacién prematura en el siguiente
cicio de cultivo. Asimismo, se debe tomar en cuenta lo sefialado por Kucharek y
Kommedahl (1966), en el sentido de que la semilla infectada por F. moniliforme, no es
una fuente de indculo tan importante como el aire y el suelo, para el desarrolio de la
pudricién del tallo y mazorca en el cultivo de maiz. Contrariamente, Foley (1962) sefiala
que la semilla contaminada contribuye en forma considerable a las infecciones sistémicas

de F. moniliforme en plantas de malz.

5.2 Fitopatologia de la interaccién F. moniiforrme - maliz
Se presenta la informacién de los experimentos de campo de 1994 y 1995.

5.2.1 Experimento de campo 1994
Se describe primero la informacién relacionada con el estado fitosanitario del

cultivo experimental después de la inoculacién; enseguida, se exponen los resultados de
las variables estudiadas, primero en el genotipo 1 y después en el genotipo 2, porque el
andlisis estadistico de cada uno de ellos, se efectud por separado.

a. Enfermedades foliares, acame de raiz y cobertura de mazorca
La parcela experimental cultivada con los genotipos 1 y 2 no presentd problemas

serios de enfermedades foliares. Se registraron dafios ligeros de tizén (H. turcicum) y
roya (P. sorghs) que afectaron sélo las hojas inferiores y algunas de la parte intermedia
de las plantas. Cuando estas dos enfermedades causan dafos severos, destruyen el area
fotosintética y, por consiguiente, hacen que disminuyan el desarrollo de la raiz y la
productividad de la planta (Shurtleff, 1977; Agrios, 19885).

El carbdn comun (U. maydis) tuvo una incidencia menor de 15%. Con base en esta
informacién, se infiere que estas 3 enfermedades del follaje, no afectaron el desarrollo
de las plantas experimentales inoculadas con el hongo, ni el rendimiento de grano. E!l
culitivo no fue afectado en forma considerable por el acame de raiz, que fue de +=11%.
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En los genotipos 1 y 2 la cobertura de mazorca fue de 3, que indica, de acuerdo
con la escala aplicada, que las mazorcas se caracterizaron por tener la punta expuesta
y cubierta flojamente por las bracteas, lo cual se considera agrondmicamente
desfavorable, porque bajo esta condicién, la mazorca esta mas expuesta a dafios por
penetracién de humedad, ataque de plagas y pudricién por hongos (Bauer, 1984).

b. Genotipo 1 de maiz
Se incluyen los resultados del andlisis de varianza, la prueba de Tukey y el andlisis
de correlacidn de las variables que se midieron en este genotipo.

Andlisis de varianza. En ja Tabla 7 se muestra un resumen de los resultados de los
andlisis de varianza obtenidos en las 7 variables estudiadas.
El efecto de los tratamientos fue estadisticamente significativo (P < 0.05) sdlo
sobre el %MGP (CM = 1902.6*), y altamente significativo (P < 0.01) sobre el % PM
(CVI =235.4%"*); mientras que estos efectos No se detectaron (ns) en las variables NGGP,
PMG., PTG, NMC y LM, probablemente porque hubo mucha variacién dentro de los
tratamientos, y por ello no fue posible detectar el impacto que produjo la inoculacién de
los aislamientos fungosos, sobre estas variables evaluadas.
Con base en estos resultados, se analizan sélo las dos primeras variables que
fueron afectadas significativamente por los tratamientos y, en consecuencia, se

sometieron a la Prueba de Tukey.

Porcentaje de pudricién de mazorca (% PM)
Se registraron sintomas de pudricibn de mazorca en todos los tratamientos

evaluados, cuyos valores fluctuaron de 35.04 a 82.52% (Apéndice 7); esto significa que
todos los aislamientos monospdéricos de F. moniliforme fueron patégenos en menor o
mayor grado; los mds virulentos fueron de Puebla (28, 34, 36 y 63) y CIMMYT (474 vy
574), cuyos danos fluctuaron de 82.5 a 76.4; en comparacién con la menor severidad
manifestada por las plantas inoculadas con las cepas de CIMMYT (266, 566, 638, 644
y 755) y la P-11, con daiios entre 51.97 yv 47.33% PM. Los demads tratamientos se
ubicaron en una posicién intermedia.

Estos resultados corroboran la amplia variacién patdgena expresada por F£.
moniliforme, tal como lo han indicado Booth (1971), Walker (1975), Burgess y Liddeli
(1983), Neison er a/. (1983) y otros investigadores. Esta gran variabilidad justifica que
en el presente trabajo se hayan probado casi 100 aislamientos monoconidiales, pues
entre mayor sea la muestra, se tienen mads probabilidades de detectar genotipos dei
hongo virulentos, y asi, prevenir los problemas de trabajar con aislamientos avirulentos
o que son poco virulentos, como lo indican las experiencias de otros investigadores que
han trabajado con F. moniliforrme en maiz (Félix y Romero, 1981; Navarrete, 1986). La

patogenicidad exhibida por ios 94 aislamientos, es una evidencia clara de que el gel de
silice y la baja temperatura (5 °C) son condiciones apropiadas para conservarios viables

y virulentos.



Tabla7.  Valores delos cuadrados medios (CM) y probabilidad (P} obtenidos de fos analisis de varianza delas variables
evaluadas en el genotipo 1 de maiz cultivado en el experimento de campo 1994

Fuentss de Grados \ Varisbies de estudie
de
it \ % oM \ \ % WGP \ ™G \ e \ \
Ropeticidn 2 C = 97314 =111.6 | CM = 121761 CM = 2468 | CM = 3001 C = 0003 { M = 6.80
= 0.000 =0384 | P =0000 { P=0193 { P =0968 =099 | P =0000
thn uo do i 27 =1654 | CM=1280 | CM=2320] CM=1143 | CM =0811681 (M =0679 { CM=0575
=0078 | P =0.341 P =001 | P=0786 | P=0517 | P=0434 | P =075
Tratamisnto 93 { CM=2304 § CM=1225 }CM=19026}) CM =1736 | CM = 35879 CM = 0430 | CM =079
=000 | P=0376m | P=0014" } P=0120n | P =045 P = 09480 | P = 031008
‘ Enos \ nm \ =133 \ = 11684 \ 0 = 1262 X = 1485 (M= 9432‘3 M = 0.6681 ‘ M = 0.728 \
‘ Towd \ 298 X M = 2424 ‘ =119 \ = 1813 \ =132 { M = 938‘3.8\ = 0619 \ = 0.802 \

* = Significativo (P < 0.08)
= Altamente significativo (P < 0.01)

*&
ns = No significativo
Variables:  %PM = Porcentaje de pudricion de mazorca, NGGP = Namero de granos con germinacion prematura, %eMGP
= Porcentaje de mazorcas con germinacién prematura, PMG = Peso de mil granas, PTG = Peso total de

granos, NMC = Nimero de mazorcas cosechadas y LM = Longitud de mazorca

>4 4
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Por otro lado, en los tres tratamientos testigo T (4, 5 y 6)-N sin herida, se
registraron dafnos de 43.42 a 35.04 %PM, que son mas ligeros, si se comparan con
grados de 48.32 a 73.30% de pudricién desarrollados en las mazorcas de los otros
testigos T (1. 2 y 3)-P, con herida (Apéndice 7). Es decir, las mazorcas con herida fueron
afectadas mas severamente por el hongo, que las que se desarrollaron en su estado
natural. En las dos categorias de testigos, las mazorcas sufrieron infeccion natural,
posiblemente porque estuvieron expuestas a una alta densidad de in6culo procedente de
las plantas vecinas inoculadas con los diversos aislamientos monospdéricos. Incluso, se
encontré que en estos testigos la enfermedad causd mas dafios que en plantas que
fueron inoculadas con algunos aislamientos del hongo (Apéndice 7).

La herida por si sola es un factor que favorece el desarroilo de |a pudricién. Esto
significa que el punzdn es una técnica eficiente para la inoculacién de aislamientos
monospdricos de F. moniliforme, porque la herida que provoca (+ 3.6 mm) al momento
de introducir el in6culo, propicia el desarrollo mas severo de la enfermedad. Es la técnica
deinoculacién utilizada por CIMMY T para seleccionar materiales resistentes a la pudricién
de mazorca provocadas por ésta y otras especies de Fusarium; se utilizé en la presente
investigacién, porque estd demostrado que la inoculacién mediante una herida artifical,
simula los dafnos naturales ocasionados por los insectos perforadores, al alimentarse del
tejido vegetal (Drepper y Renfro, 1990).

La infeccién natural sufrida por los testigos sin herida, indica que el hongo tiene
la capacidad de penetrar en forma directa en la mazorca; o bien, a través de heridas
provocadas por granizo, pajaros, insectos u otros agentes naturales, tal como ha sido
citado por Smeitzer (1959), Christensen y Wilcoxson (1966), Shurtleff (1977), Nyvall
(1979), Holliday (1980), Sutton (1982) y Drepper y Renfro {1990).

Porcentaje de mazorcas con germinacién prematura (%MGP)

Se encontraron sintomas de Germinacién prematura en las mazorcas cosechadas
en todos los tratamientos utilizados en el genotipo 1 (Apéndice 8). Se determind un
intervalo de variacidn de 0.45 a 41.14 %MGP. En las mazorcas inoculadas con los
aislamientos de Puebla (38 y 34) y de CIMMYT (476 y 520), se obtuvieron las mayores
incidencias, de 41.1 a 33.5% de mazorcas dafadas. La enfermedad se presenté con
menor frecuencia, en los tratamientos C-634 (0.5%) y C-618 (0.45%). Sin embargo, al
realizar la prueba de Tukey (P < 0.05), estas diferencias no fueron significativas
estadisticamente, quizas porque esta caracteristica tuvo una variacién elevada dentro de
los tratamientos; es decir, hubo varios de ellos con valores de cero, mientras que en
otros se registraron mas de 40 mazorcas afectadas; esta amplia variabilidad no permitié
que se detectaran en forma clara los efectos provocados por la inoculacidn de los
aistamientos fungosos.

Andlisis de correlacién..En éste y en los andlisis posteriores, se analizd la correlacion sélo
del %PM, NGGP y %MGP contra las demas variables, porque son las de mayor interés,
de acuerdo con los objetivos de la investigacion. El %PM se asocié en forma positiva y
significativa (P < 0.05) con el NGGP (r=0.1561*"), y altamente significativa (P < 0.01)
con el %MGP (r=0.3266*"*), como se muestra en la Tabla 8.
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Andlisis de correlacién (valores de r) de ias variables evaluadas en el

Tabla 8.
genotipo 1 de maiz cultivado en el experimento de campo 1994
Variables NGGP 2%MGP L\ PMG PTG NMC
%PVt 0.1561 * 0.3266 ** 0.0726ns - 0.2505 ** -0.2589 ** -0.0011 ns
NGGP 0.6036 *=* -0.0711ng - 0.0739 ng -0.1949 ns - 0.0423 ns
% MGP - 0.0343nsg - 0.0379 ns -0.1640 ng 0.0450 ns
- = Significativo (P < 0.05)
- = Altamente significativo (P < 0.01)
ns = No significativo
Variables: %PM = Porcentaje de pudricién de mazorca, NGGP = NuUumero de granos
%MGGP = Porcentaje de mazorcas con
= Peso de mil

con germinacién prematura,
germinacién prematura, LM = Longitud de mazorca, PMG
Peso total de granos y NMC = Numero de mazorcas

granos, PTG =
cosechadas

La relacién entre estas variables indica que a medida que el hongo invade y pudre
el tejido de Ila mazorca, se incrementa la cantidad de granos germinados,
consecuentemente, aumenta el porcentaje de mazorcas con Germinacién prematura.
Estos resultados coinciden con los reportados por Gonzdédlez et a/. (1987), quienes
encontraron una correlacién positiva der=0.71** entre la Pudricién de la mazorca y e!
ndmero de granos con Germinacién prematura.

Asimismo, estos datos experimentales corroboran la estrecha relacién que existe
entre la enfermedad Pudricién de la mazorca (% PM) y la Germinacién prematura (NGGP
y %MGP). cuyos sintomas son manifestaciones patolégicas de la actividad parasitaria,
que el mismo agente causal ejerce sobre un mismo hospedante; pero la expresién de
estos sintomas, en forma individual o combinada, puede ser el resultado de ja interaccion
entre las condiciones ambientales (temperatura, humedad relativa, fotoperiodo, etc,), el
genotipo tanto de maiz como de Fusarium moniliforme y las practicas culturales que se
apliquen en el cultivo de malz (fecha de siembra, tipo de fertilizacién, riegos, época de
cosecha, etc.), tal como lo han observado en periodos anteriores Félix y Romero (1981},

Navarrete (1986) y Galindo (19986).

Por otra parte, el %PM se correlacioné en forma negativa y aitamente significativa
(P < 0.01) con el PMG (r=-0.2505%"") v el PTG (r=-0.2589**), lo que sugiere que si
ocurre una severa infeccién de la mazorca, en consecuencia, se produce una disminucion
del tamafio y el peso del grano. Esta premisa es evidente si se toma en consideracién que
en este experimento, los elotes de las plantas de mafz se inocularon a ios 7 dias después
de la floracién, que es una etapa temprana en la formacién del grano, de tal manera que
la infeccién del hongo puede interferir, el proceso de desarrollo y llenado final del grano.
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c. Genotipo 2 de maiz

Andlisis de varianza. En la Tabla 9 se puede ver que los tratamientos aplicados en este
genotipo provocaron efectos significativos (P < 0.05) sobre el 26MGP (CM =354.1%),
y altamente significativos (P < 0.01) sobre las variables %PM (CM =158.4**), NGGP
(CM=262.3"*), PMG (CM=901.3"*) vy PTG (CM=15597.5**). En las variabies NMC
y LM no hubo efecto significativo (ns) de los tratamientos; por elio, se presentan sélo ios
resultados de las 5 variables que exhibieron el efecto significativo de los tratamientos.

Porcentaje de pudricién de mazorca (%PM)
En todos los tratamientos se registraron dafios de 100 a 54.7 % de pudricién de

mazorca (Apéndice 9). Estos resultados indican que los 94 aislamientos fueron capaces
de atacar, en mayor o menor grado, a este genotipo de mafz y que también presentaron
infeccién natural, las mazorcas no inoculadas (testigos).

Los aislamientos que destacaron por provocar los mayores grados de pudricidn,
fueron: P-62 (100%), P-36 (100%), P-67 (99.3%), P-35 (99.1%), P-24 (98.1%) y P-(66.
48, 49 y 28), con mas de 97%. En forma comparativa, las cepas menos agresivas
fueron: C-618 (83.1%), G-16 (82.6%), G-9 (82%), C-423 (79.6%) C-634 (78.3%),
C-755 (76.6%) y P-3 (69.2%). Estos valores promedio indican que las mazorcas del
genotipo 2 sufrieron una pudricién mas severa que las del genotipo 1 {Apéndice 7).

La infeccién natural del hongo fue menos severa, como se esperaba, en las
mazorcas de los tratamientos testigo sin herida en el elote; asi, en el testigo T 5-N causd
54.4% de pudricién de mazorca, en T 6-N, 57.2% vy en T 4-N, 68.7%:
comparativamente, ios dafios de pudricién fueron mas graves en los testigos con herida,
pues el T 2-P presenté 87.8%, el T 3-P, 88.1% y el T 1-P, 91.6%. Estos resultados
vuelven a confirmar, que la herida provocada en forma artificial o por agentes naturales
(insectos, granizo, etc ) es un factor favorable para la infeccién y el desarrollo de la
pudricién del tejido inoculado, tal como lo han informado Littlefield (1964); Shurtleff
(1977), Nywvall (1979), Navarrete (1986) y Drepper y Renfro (1990).

Namero de granos con germinacién prematura (NGGP)
En todos los tratamientos se observaron granos afectados por la enfermedad, al

menos un grano por mazorca (Apéndice 10). Los aislamientos mostraron amplia variacién
en su capacidad para causar germinacién prematura.

La mayor frecuencia de granos afectados se observé en las mazorcas inoculadas
con los aislamientos P-64 (72.2 granos), C-599 (30.6), P-27 (27.8). P-11 (27.4) y P-34
(27.3). Comparativamente, en los tratamientos de CIMMYT (275, 721 y 269), asi como
en los de Guerrero (26 y 3) los dafos de esta enfermedad fueron muy ligeros, cuyos
valores promedios fueron equivalentes a cero, después de ajustarios durante el andlisis
estadistico, a través de los cuadrados minimos (Miller, 1966).

La infeccion natural de F. moniliforme provocé diferentes grados de germinacién
de granos en los tratamientos testigo con herida T 1-P (26.5 granos afectados), T 3-P
(12.1 granos) y T 2-P (5.4 granos); mientras que en los testigos sin herida T 4-N, T 6-N
vy T 5-nse obtuvieron 7.5, 6.0y 3.3 granos germinados, respectivamente (Apéndice 10).



Tabla9.  Valores de cuadrados medios (CM) y probabilidad {(P) obtenidos de los analisis de varianza de las variables
evaluadas en el genotipo 2 de maiz cultivado en el experimento de campo 1934

Fuentes de [ Grados Varisbles de estudio
variacion de
libertad | o, pp NGGP % MGP PMG PTG NMC ™

Repaticién 2 CM=1483 | CM=101.7 | CM =246.1 | CM =1360.9 { CM = 364074 | CM =4.053 | CM = 9.869
P=0063 | P=0478 | P =0389 § P =0.008 P =0018 P =0.037 P = 0.000

Blogue dentro Fy CM=302 | CM=1915 | CM=23209 | CM=5339 | CM=80168 | CM =235 | CM = 1.060
de rapeticion P=0908 | P=0106 | P =0206 P =0.001 P =0610 P = 0.006 P =0.391

Tratamisnto 99 CM=1584 | CM=2623 1 CM=13541 | CM=98013 | CM = 158975} CM=1214 | CM = 0959
P=0000° | P=0000*" | P=0037* | P=0000° { P=0001* | P=048503 | P=0581ng

Eror m | cM=529 | cM=1373 | cM=2589 | cm=2721 | cM = 88954 | CM = 1.210 | CM =0.998
Total 299 | CM=890 | CM=1816 | CM=2988 | CM=5557 | CM = 11140.3 | CM = 1.307 { CM = 1.082
* = Significativo (P < 0.05)
** = Altamente significativo (P < 0.01)
ns = No significativo

Variables:  %PM = Porcentaje de pudricién de mazorca, NGGP = Nimera de granos con germinacién prematura, %MGP
= Porcentaje de mazorcas con germinacién prematura, PMG = Peso de mil granos, PTG = Peso total de
granos, NMC = Numero de mazorcas cosechadas y LM = Longitud de mazorca

LYy
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Las mazorcas de las plantas testigo fueron mas afectadas que aqueillas inoculadas
con aislamientos monospéricos que resuitaron menos virulentos, principalmente de
Guerrero y CIMMYT. Estos resultados coinciden con la informacidén reportada por
Navarrete (1986), quien encontré que la infeccién natural de F. moniliforme provocd
germinacién de granos y desarrofio de pldntulas en elotes de la variedad V-424, que no
fueron inoculados (testigos): este investigador argumenta que la infeccién, quizds fue
propiciada por la presencia de un alto nivel de in6cufo en el ambiente; tal como habia
ocurrido en esa regién agricola, en 1984 cuando se detectd entre el 40 y 50% de
infecci6én natural en cultivos experimentales establecidos en El Horno, Edo. de México.

Porcentaje de mazorcas con germinacion prematura (9%MGP)
En todas las unidades experimentales se encontraron mazorcas afectadas por esta

enfermedad (Apéndice 11). Hubo variacién en la virulencia de los aislamientos fungosos,
como ocurrié en la variable anterior (NGGP), ia cual estd relacionada en forma directa con
el 2oMGP (Apéndice 10). En ias plantas afectadas los dafios variaron de 68.7 a 3.8% de
mazorcas enfermas. La mayor severidad se observé en las mazorcas inocyladas con el
aislamiento P-64, que logré atacar al 68.7% de las mazorcas; en cambio, las cepas de
CIMIMYT C-501 (10.1% MGP), C-634 (6.5%), C-266 (6.4%) y C-269 (3.8%), resultaron
menos agresivas junto con P-39 (6.3 %) vy G-3 (5.8%), pues afectaron al 10% o menos
de las mazorcas inoculadas. El tratamiento testigo T 5-N con 6.0%, también se ubicdé

entre los menos afectados por esta enfermedad
Peso de mil granos (PMG)

El tamafio del grano, en peso, es una caracteristica cuantltat:va del rendimiento,
fa cual fluctud de 248.5 a 172.6 g (Apéndice 12). Las mazorcas de las plantas
inoculadas con los aislamientos P-3, Guerrero (8 y 26) y CIMMYT (266, 755, 634 vy

Al comparar estos resultados con los

555), produjeron los granos mds pesados.
reportados en el Apéndice 9, se nota claramente, que algunos de los tratamientos

indicados fueron mas productivos porque se inocularon con las cepas que resultaron
menos agresivas para inducir la germinacién de granos. Es decir, es evidente que a
menor tejido dafiado, el vegetal presenta una mayor capacidad de rendimiento; o bien,
éste es menor canforme se incrementa la severidad de las dos enfermedades (Tabla 10).

Asimismo, se cosecharon granos con mayor peso, como se esperaba, en las
plantas de fos tres tratamientos testigo sin herida T (4, 8§ y 6)-N, pues aunque estos
sufrieron infeccién natural det hongo, su desarrolio no fue afectado en forma severa. En
fos testigos con herida T (1, 2 y 3)-P se obtuvieron rendimientos de 228.5 a 198.44 g,
intermedios a los indicados. En las plantas inoculadas con los aislamientos de Puebla (27,

63, 49, 48 y 54) produjeron los granos de menor peso

Peaso total de granos (PTG)

El rendimiento total de grano fue afectado por la inoculacién de los aislamientos
monospdricos de F. rmoniliftaorme; fue superior a los 530 g, en las plantas inoculadas con
P-23, C-555 y C-423, las cuales sufrieron menos Pudricién de la mazorca (Apéndice 8)
Comparativamente, las plantas de los tratamientos P-12, P-66 y P-36 tuvieron
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rendimientos inferiores a 250 g, porque fueron de las m&as afectadas por esta
enfermedad. Por otro lado, las plantas de los tratamiento testigo sin herida T (4, 5 y 6)-N
destacaron porque produjeron mas de 440 g (Apéndice 13); a pesar de que sufrieron la
infeccién natural de este hongo (Apéndices 9-11).

Andlisis de correlacidon. En la Tabla 10 se puede constatar que el %PM se correlaciond
en forma positiva y altamente significativa (P < 0.01) con el NGGP (r=0.1701%"") y el
%MGP (r =0.2642*%"); esto significa que la incidencia de la Germinacién prematura se
incrementd a medida que ocurrié una mayor colonizacién y pudricién de la mazorca.

Tabla 10. Andlisis de correlacién (valores de r) de las siete variables evaluadas en el
genotipo 2 de maiz cuitivado en el experimento de campo 1994
Variables NGGP %MGP L\ PMG PTG NMC
% PM 0.1701 *~ | 0.2642 ** | - 0.1549 ns | - 0.4a769 *= | - 0.5079 == - 0.0976
NGGP 0.5957 ** | - 0.0807 ng | - 0.13651 * - 0.0397 ns 0.1164 *
%MGP -0.0601 ng | -0.1388ns | -0.1807 =~ - 0.1052

Significativo (P < 0.05)

Altamente significativo (P < 0.01)

No significativo

Variables: %PM = Porcentaje de pudricién de mazorca, NGGP = Numero de granos con

o

germinacién prematura, %MGP = Porcentaje de mazorcas con germinacion
prematura, LM = Longitud de mazorca, PMG = Peso de mil granos, PTG = Peso
total de granos y NMC = Numero de mazorcas cosechadas

Asimismo, el %PM manifesté una asociacidn de tipo negativo y altamente
significativa con el PMG (r=-0.477%*%) y el PTG (r =-0.508%%); lo que sugiere que a
medida que la infeccién de la mazorca se vuelve mas severa, se produce una
disminucién considerable en el tamaiio y rendimiento de grano; sobre todo si se toma en
cuenta, que el hongo se inoculd en la etapa inicial de desarrolio de la mazorca, a los 7
dias después de la floracién femenina.

El NGGP se correlacioné en forma positiva y altamente significativa con el %MGP
(r=0.5957*"*"); esta asociacién resulta obvia porque el porcentaje de mazorcas enfermas
{(al menos con un grano germinado), tiende a crecer a medida que se incrementa la
frecuencia de granos de maiz afectados. Esta misma variable manifestd una correlacion
negativa y significativa con el PMG (r =-0.1351*); de manera que las mazorcas atacadas
por esta enfermedad, antes de completar su madurez fisiolégica, tienden a producir
granos de menor tamaino. El %MGP prematura mostré una asociaciéon negativa y
altamente significativa con el peso total de granos (r=-0.1807**),
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d. Andglisis general de la respuesta de los genotipos 1 y 2 de maiz

Los valores promedios de la Tabla 11 no fueron comparados mediante 1a prueba
de Tukey, porque en cada genotipo se hizo un andlisis estadistico independiente.

Los dos genotipos de maiz fueron susceptibles al ataque de F. moniliforme, bajo
las mismas condiciones de cultivo, clima y suelo. En et genotipo 1 los dafos producidos
por las dos enfermedades, evaluados mediante el 2PM, NGGP y el %MGP, fueron
ligeramente menos severos que en el genotipo 2; quizds por esta razén produjo una
mayor cantidad de mazorcas (NMC), presenté el rendimiento de granos mas alto (PMG)
y desarrolté mazorcas de mayor longitud (LM). Ei genotipo 2 superd al genotipo 1, s6lo
en el tamafio de grano (Tabla 11).

Tabla 11. ¥;I904res promedio de las variables evaluadas en el experimento de campo
Genotipos
Variable 1 2
1. % de mazorcas con pudricién 63.0 88.9
2. Numero de granos con germinacién prematura 8.9 » 10.9
3. % de mazorcas con germinacién prematura 16.0 25.3
4. Longitud de mazorca (cm) 15.0 11.5
5. Peso de mil granos (g) 186.7 209.2
6. Peso total de granos (g) 572.6 347.3
7. Numero de mazorcas cosechadas 9.6 8.7

El genotipo 1 es una linea avanzada de =4 ciclos de seleccién para mejorar
resistencia a F. moniliforme (Jeffer, 1996); se utilizé en la presente investigacidon porque
era un material prometedor, que en ensayos de campo realizados con anterioridad (ciclo
p/v 1993), se habia comportado tolerante a la infeccién del hongo; sin embargo, en este
experimento de 1994 mostré una respuesta distinta, pues produjo mazorcas con 63%
de pudricién, el cual es un nivel de dafio severo y cercano a 88.9% registrado en el
genotipo 2, el cual esta caracterizado como muy susceptible al hongo y se utilizé en este
trabajo, con el propdésito de que permitiera la expresion de los diversos grados de
patogenicidad de los 94 aislamientos monospdéricos y, asfi, poder seleccionar los mas
agresivos, en condiciones de campo.
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Para comprender mejor la respuesta de estos dos genotipos de maiz, al ataque del
hongo F. rmoniliforrme, es importante tener en mente, que el desarrollo de una
enfermedad, estd determinado por la presencia de un patégeno virulento y de
condiciones ambientales favorables para el desarrollo de la enfermedad, tal como lo han
sefalado Blanchard y Tattar (1981) y Bauer (1984). Por ello, es posible que la variacién
en la respuesta del genotipo 1 ala infeccién del hongo, pudo haber sido determinada por
las condiciones de suelo y clima, principalmente por la precipitacién y la temperatura
(Tabla 12), asi como por la humedad relativa y el viento, que se presentaron en el campo
agricola ‘El Batan’ de CIMMYT, donde se realizé el experimento.

Tabla 12. Precipitaciéon pluvial (pp) y temperaturas méxima (méx.) y minima (min.)
mensuales durante el periodo mayo-diciembre de 1993-1995 en El Batan.

CIMMYT, Edo. de México

1993 1994 1995
Temperstura Temperaturs Temperatura
Meses PP (°C) op (°C) PP (°C)
mm T vex. | min. | ™™ mex. | min. | ™™ Max. Min.

1. Mayo 24.8 26.9 7.1 77.6 27.7 8.9 80.5 30.5 10.4
2. Junio 182 25.7 10.49 176.8 25.1 10.2 112.5 27.3 10.5
3. Julio 140 23.7 9.6 167.5 24.6 8.4 125.7 24.7 9.8
4. Agosto 118.8 24.6 9 243.6 23.8 10.1 160.0 23.9 11.2
5. Septiembre 146.4 23.3 9.9 106.1 23.4 8.6 87.7 24.7 9.4
6. Octubre 17 24.6 [] 67.3 24.1 7.5 72.1 24.7 5.9
7. Noviembre 10.5 24.5 2.8 34 25.8 2.4 34.3 23.3 4.6
8. Diciembre - - - 2.5 23.5 3.5 52.9 22.3 3.1

En 1994 hubo mas precipitacién que en 1993 y 1995 (Tabla 12); la mayor
cantidad de lluvias ocurrid en el mes de agosto, que fue cuando se presentd la floracién
femenina en el cultivo experimental y se realizé la inoculacién de los aisiamientos
monospdricos del hongo. .

Es obvio que la presencia de dias nublados frecuentes propiciaron lluvias
abundantes, temperaturas de frescas a cdlidas, humedad reiativa alta y una mayor
humedad en el suelo; estas condiciones climaticas tuvieron un efecto favorable en los
procesos de invasién, colonizacién, reproduccién y diseminacién del hongo, durante las
etapas fenoldgicas de floracién de las plantas y el desarrolio y maduracién del grano,
durante el periodo de agosto a octubre de 1994, tanto en las plantas inoculadas con los
84 aislamientos monospdricos de F. moniliforme, como en las plantas testigo.
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En la etapa de fructificacién del cultivo, la precipitacién mensual varié de 243.6
a 67.3 mm, y la temperatura, de 7.5 a 24.1°C, que son condiciones favorables para el
desarrollo de las dos enfermedades, como lo consignan los resuitados reportados por
Navarrete (1986), quien observé que la mayor incidencia de Germinacién prematura se
presenté cuando la temperatura fluctué entre 6-23 y 6-28°C, y concluyd que éste fue
el factor climatico que tuvo una mayor influencia en el desarrolio de esta enfermedad.

5.2.2 Experimento de campo 1995

Andlisis de varianza. Los resuiltados de las variables medidas antes y después de la
cosecha, se presentan en forma resumida en |a Tabla 13; donde se puede notar, que
hubo diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) en las variables NGGP y DFF,
y altamente significativas en PMG y PTG (P< 0.01) por efecto del genotipo de maiz (GM).

La inoculacién de los aislamientos del hongo (AH), provocd variaciones altamente
significativas en el %oPM, NGGP, %MGP, PMG v, significativas en el PTG. El efecto de
la interaccién genotipo de maiz-aislamiento de hongo (GM-AH) fue significativo sé6lo en
los DFM.

Con base en los resultados estadisticos, se presenta la informacién de estas
variables que fueron afectadas por los dos factores de estudio mencionados.

a. Porcentaje de pudricién de mazorca (% PM)

Los aislamientos del hongo tuvieron diferente capacidad para provocar pudricién
de mazorca. Los mas agresivos fueron los de Puebla (64 y 12), cuyos danos fueron
superiores a 62%; en comparacién con el testigo, donde la severidad fue de +46%
(Tabla 14).

La infeccién natural registrada en las mazorcas no inoculadas (en estado natural),
de nuevo confirman la gran capacidad patogénica que tiene F. moniliforrme en la
naturaleza, la cual se incrementa cuando las condiciones ambientales propician un alto
potencial de inéculo y una amplia diseminacién del hongo en el cultivo. En las plantas
testigo, los dpices de las mazorcas presentaron dafos ligeros provocados por insectos
barrenadores, los cuaies pudieron haber contribuido al desarrollo de la infeccion.

b. Numero de granos con germinaciéon prematura (NGGP)

En todas las unidades experimentales (surcos) se encontraron granos, al menos
uno por surco, con danos de Germinacién prematura. No hubo interaccién entre los
factores de estudio genotipo de maiz (GM) y aislamiento del hongo (AH); es decir, sus
efectos fueron independientes sobre esta variable de estudio (Tabia 13). Es decir, los
genotipos presentaron una respuesta variable al ataque de esta enfermedad, y los
aislamientos inoculados mostraron diferencias en su virulencia para ocasionar este tipo
de dano.

Las mazorcas de los genotipos 3, 6, 12, 13y 17 produjeron mas granos afectados
por germinacion (Apéndice 14); se nota que algunos de éstos (12 y 13) fueron de los
materiales mas precoces para iniciar floracién femenina (DFF).



Tabla 13.  Valores del cuadrado medio (CM) y probabilidad (P) obtenidos de los anélisis de varianza de las variables
evaluadas en el experimento de campo 1995

o Variables de estudio

Fuentes de % PM NGGP % MGP L] ] PTG NNC DFM DFF
variacion

Repeticion 2 ] M=14914 M=1.0 CM=336.6 | CM=0.95 | CM=1108.6 | CM=18524.6 | CM=8.7 | CM=227.2 | (M=62.84
P=0.429 P=0.801 P=0.769 P=0.91 P=0595 | P=0.4475 P=0.453 P=0.081 P=0.597

Genotipo de 17 | CM=30422 | CM=11.0 CM=2258.6 | CM=13.2 | CM=6062.7 | CM=73286.2 | CM=15.9 | CM=133.2 { CM=2729
maiz (GM) P=0.077ns P=0.013* P=0076ns { P=0.26ns { P=0.004** 1 P=0.002°° P=0.171ns { P=0.097ns | P=0.020°

Error A 34 | CM=17208 (M=45 CM=12726 | CM=10.3 | CM=2097.2 | CM=22437 | CM=109 CM=85.2 CM=120.0

Alslamiento 4 ) CM=42711 CM=13.6 CM=29185 | CM=0.3 | CM=19359 | CM=7841.3 | CM=3.2 M=15 CM=6.17

del hongo P=0,000** ) P=0.000** | P=0.000"* | P=0.80ns | P=0.000%" P=0.046* | P=0.106ns | P=0.223ps | P=0.374ps
(AH)

Wtersccién | 68 | CM=2167 | CM=10 | CM=321.3 | CM=05 | CM=2934 | CM=28067 | CM=17 | C(M=23 | CM=5.31
GM-AH P=0.235ns | P=0.3650s | P=0.728ns | P=0.86ns | P=0.307ns | P=0.704ns | P=0.484m | P=0.00** | P=0.646ns

Error 8 144 | CM=187.6 [ CM=153.68 [ CM=366.9 | CM=0.64 | CM=2657 | CM=3158.1 | CM=165 CM=1,0 CM=5.77

Total 269 | CM=633.5 M=2.34 CM=627.2 | CM=26 | CM=901.6 | CM=10129.3 | CM=3.80 | CM=237 { CM=374)

GL. =  Grados de libertad

* = Significativo (P < 0.05)

#* = Altamente significativo {P < 0.01)
ns = No significativo

Variables: %PM = Porcentaje de pudricién de mazorca, NGGP = Numero de granos con germinacidn prematura,
transformado mediante Log. {NGGP+1), %MGP = Porcentaje de mazorcas con germinacién prematura,
PMG = Peso de mil granos, PTG = Peso total de granos, NMC = Numero de mazorcas cosechadas,
LM = Longitud de mazorca, DFM = Dias a floracién masculina, transformados mediante Box-Cox {lambda =-2.0}
y OFF = Dias a floracidn femenina, transformados mediante Box-Cox {lambda=-0.6}.

€S
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Estos resultados indican que los genotipos mas precoces fueron mas afectados por
la enfermedad y sugieren que durante las etapas de formacién y maduracién del grano
en los malces precoces, se presentaron las condiciones de precipitacion y temperatura
6ptimas para la expresion de la germinacion prematura, como ha sido observado en otros
experimentos de campo realizados por Félix y Romero (1981), Ortiz-Cereceres (1983) y
Navarrete (1986), en Tlaxcala, Puebla y Estado de México.

La enfermedad fue menos frecuente en los genotipos 1, 2 y 8; en los demas
presenté una incidencia intermedia (Apéndice 14). No obstante, estas diferencias no
fueron significativas cuando se analizaron mediante ta prueba de Tukey (P < 0.0656},
quizads porque hubo gran variabilidad en la incidencia de la enfermedad dentro de los
tratamientos, incluso con una mayor variacién entre unidades experirmentales o parcelas
chicas donde se asignaron los aislamientos del hongo, que entre parcelas grandes donde
se ubicaron los genotipos de maiz.

Es natural que diversos genotipos se comporten de manera distinta a la infeccién
de F. moniliforme, cuando se cultivan bajo las mismas condiciones de clima y suelo;
porque esta reaccién diferencial puede estar determinada principalmente porla naturaleza
genética de ta planta {(Ortiz-Cereceres, 1983). Sin embargo, cuando se han cultivado
diversos hibridos, variedades y genotipos criollos de malz, en localidades que difieren en
tipo de suelo y clima, se ha observado que las condiciones ambientales influyen en el
grado de susceptibilidad del cultivo a la Germinacién prematura (Félix y Romero, 1981;
Navarrete, 1986).

En relacién a la patogenicidad de los aislamientos del hongo, en ia Tabla 14 se
puede confirmar que las mazorcas inoculadas con el aislamiento P-64 produjeron la
mayor cantidad de granos germinados (2.6); mientras que en aquellas infectadas por
C-591 se registré la menor incidencia de la enfermedad (1.3 granos), la cual afecté
también a ias plantas testigo, por efecto de la infeccién natural del hongo. Sin embargo,
estas diferencias no fueron significativas al analizarlas mediante la prueba de Tukey (P
< 0.05); quizas por la variaciéon que hubo en el nimero de granos cosechados en cada
surco (parcela chica).

c. Porcentaje de mazorcas con germinacion prematura (%MGP)

Los aistamientos monospadricos exhibieron variacidén en sucapacidad para provocar
esta enfermedad en las mazorcas inoculadas. El mas virulento de los cuatro probados,
fue el P-64 que afects a mas del 36% de las mazorcas (Tabla 14). Las plantas testigo
sufrieron una infeccién natural de + 22%, la cual fue superior a las registradas en las
plantas inoculadas con P-44 (21.6%) y C-591 (17%). Es evidente que el aislamiento
C-591 de CIMMYT fue el menos agresivo para reproducir los sintomas de germinacion
prematura; no obstante que en el Programa de Fitomejoramiento de Maiz desarrollado en
esta Institucién, esta cepa se ha utilizado para inocular y seleccionar genotipos de maiz
resistentes a F. moniliforme, porque se ha comportado muy agresiva en ensayos
realizados con anterioridad en campo (Jeffers, 1996); pero en este experimento y en el
de 1994, siempre fue menos virulenta que algunos aislamientos monospdricos de
CIMMYT, Puebla y Guerrero (Apéndices 7-11).
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Tabla 14. Prueba de Tukey de los valores promedio de 5 variables evaluadas en los
genotipos de maiz inoculados con cuatro aislamientos monospdricos de
F. moniliforme. en el experimento de campo 1995
% PM Log (INGGP + 1) % MGP PMG PTG
AH Media Ar Moedia AH Medis AH Media AH Maedis
P-64 69.9 & P-64 2.56 8 P-64 36.6a8 T 172.7 & Te 211.3 &
P-12 62.7 ab P-12 1.58 a P-12 25.2 b | C-59 170.0 ab C-591 206.2 a
P-44 58.9 b Te 1.49a T~ 22.3 b P-44 165.8 abc P-12 201.5a
C-591 55.5 b P-44 1.49a P-44 21.6 b P-64 161.9 bc P-44 188.8 &
T 45.9 c | C-591 1.26a | C-591 17.0 b P-12 157.9 c¢ P-64 182.5 a
T = Tratamiento testigo.
Nota:

Las medias con las misma letra dentro de la columna son estadisticamente
iguales (Tukey P < 0.05).

%PM = Porcentaje de infeccidn de mazorca, NGGP = Numero de granos
con germinacién prematura, %MGP = Porcentaje de mazorcas con

germinacién prematura, PMG = Peso de mil granos y PTG = Peso total de
granos.

Variables:

d. Peso de mil granos (PMG)

El tamafio del grano, en peso, es una caracteristica del rendimiento de maiz que
estad sujeta a variacién por efecto del genotipo, de las condiciones ambientales y la
interaccién genotipo-ambiente (Poey, 1972; Brauer, 1978).

Las diferencias en el peso de grano que muestran los valores promedios anotados
en el Apéndice 14, se deben al efecto del genotipo; de los cuales, el nimero 13 produjo
los granos con mayor peso (216 g), y superd con mas de 65 g. el peso registrado en ios
materiales 2, 6, 10, 15 y 16. Los demds genotipos produjeron granos de tamaio
intermedio.

De igual forma, el peso de mil granos fue afectado por la infeccién de F.
moniliforme. Las plantas testigo produjeron los granos con mavyor peso (Tabla 14),
porque sufrieron los menores dafos de pudricién de mazorca; en forma comparativa, el
peso de los granos fue menor en las mazorcas inoculadas con el aislamiento de Puebla
P-12, porque fue maéas agresivo para causar esta enfermedad e inducir una disminucion

de B.6% del peso del grano, en relacién con las plantas testigo. El tratamiento P-44 se
ubicd en una posicién intermedia (Tabla 14).
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e. Peso total de granos (PTG)

El rendimiento de grano es una caracteristica cuantitativa cuya variabilidad esta
determinada por el genotipo y su interaccién con el ambiente. Esta variacién se manifesto
en los 18 genotipos evaluados; de los cuales, el 13 tuvo el mayor potencial de
rendimiento, pues produjo 4.5 veces mds grano, que los genotipos 1y 7 caracterizados
como los menos productivos (Apéndice 14).

El rendimiento total también fue afectado por la infeccién del hongo; el méas alto
se obtuvo de las plantas no inoculadas (testigo); comparativamente, la produccion fue
mds afectada en las plantas que fueron inoculadas con el aislamiento P-64 (Tabla 14),
cuyo rendimiento de grano fue 13.6% inferior al del testigo. Sin embargo, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas al analizarlas mediante la prueba de
Tukey (P < 0.05); quizds por la variacién presentada dentro de las unidades
experimentales (parcelas chicas) afectadas por el ataque de los aislamientos del hongo.

Las pérdidas en el rendimiento y el tamano de grano, causadas por el ataque del
hongo, son importantes, si se toma en cuenta que en algunas regiones agricolas de
Puebla, se han reportado disminuciones de 25 a 35% del rendimiento de grano, en los
cultivos atacados por Germinacién prematura (Marquez, 1985). Sin embargo, en este
ensayo se esperaba que la infeccién de F. moniliforme deberia haber afectado en forma
mas drdastica el desarrolio y la maduracién de los granos; sobre todo si se considera que
el hongo se inoculdé en una etapa muy temprana de fructificacién del cultivo. A pesar de
ello, los resultados obtenidos demuestran que, mas que el peso, se afectd la calidad,
pues los granos enfermos presentaron manchas, epicarpio dividido, tamano menor,

embrién germinado y desarrollo incompleto.

f. Dias a floracién masculina (DFM) y a floracién femenina (DFF)

Los genotipos exhibieron variacién en su capacidad para iniciar floracion
masculina. En la Tabla 13 se puede notar que se manifesté un efecto significativo de la
interaccién genotipo de malz-aislamiento del hongo (GM-AH). Sin embargo, esta
respuesta no se considera de importancia, porque los aislamientos monospdricos del
hongo, se inocularon después de la floracién de las plantas experimentales y, por lo
tanto, no tuvieron un efecto directo en el desarrollo de esta etapa fenoldgica del cultivo.

Por otro lado, los genotipos presentaron floracién femenina en diferentes fechas;
esto significa, que cada uno de ellos tuvo un ciclo vegetativo diferente, antes de la
floracién. Los méas precoces fueron el 13 y 14 y estuvieron entre los que se inocularon
primero, porque fueron de los primeros que florecieron. Asimismo, fueron los que
presentaron los mayores rendimientos, en cantidad (PTG) y tamafno de grano (PMG). En
forma comparativa, es notable que los genotipos 1y 7 fueron los mas tardios, los menos
productivos y los ultimos que se inocularon (cuarta fecha de floracién). Los deméas
materiales fueron de ciclo intermedio, y se inocularon en la segunda y tercera fechas de

floracion.
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g. Andlisis de correlaciéon
En la Tabla 15 se puede verificar el grado de asociacién que presentaron el %IM,

NGGP vy %MGP con las demds variables de estudio. Es evidente que el porcentaje de
pudricién de mazorca se correlacionéd de manera positiva y altamente significativa
(P < 0.01) con el NGGP (r =0.462*"), %MGP (r=0.498**), DFF (r=0.395"%) vy DFM
(r=0.494%*), y en forma negativa con PMG (r=-0.587**).

Tabla 15. Andlisis de correlacién (valores de r) de las variables evaluadas en el
expearimento de campo 1995

Varisbies NGGP %MGP LM PMG PTG NMC DFM DFF
%PM 0.462°* | 0.498°** | -0.140ns | -0.587** | -0.219ng | 0.17208 | 0.494°° | 0.395°«
NGGP 0.779** | 0.021p8 | -0.00403 | 0.199ns 0.330ng | -0.119ns | -0.178ns
%MGP 0.094ns | O.063ns 0.350n8 0.486** | -0.093ns | -0.227ns

NE— —— N —

- = Significativo (P < 0.05)
- = Altamente significativo (P < 0.01)

ns No significativo

Variables: %PM = Porcentaje de pudricion de mazorca, NGGP = Numero de granos
con germinacién prematura, %MGP = Porcentaje de mazorcas con
germinacién prematura, LM = Longitud de mazorca, PMG = Peso de mil
granos, PTG = Peso total de granos, NMC = Numero de mazorcas

cosechadas, DFM = Dias a floracién masculina y DFF = Dias a floracién
femenina

Con estos resultados se corrobora por tercera vez que, a medida que se
incrementd la severidad de la infeccién y pudricién de la mazorca, se manifesté una
tendencia a aumentar la frecuencia de granos y mazorcas con sfintomas de germinacion
prematura; es decir, que los sintomas de las 2 enfermedades tienen una estrecha relacidn
entre si, porque son provocados por el mismo agente fitopatégeno en el substrato donde
éste estda creciendo y multiplicdndose.

Asimismo, el %PM tuvo correlacion negativa y altamente significativa con el PMG
(r=-0.587"*); esto significa que el tamano del grano, exhibié una tendencia a disminuir
conforme aumentd el tejido podrido de la mazorca. En esta variable se manifiesta el dano
econdmico que provoca el ataque de este hongo.

Los genotipos que tardaron mas en florecer tendieron a producir mazorcas mas
afectadas como lo muestra la correlacién positiva que tuvo el %PM con ios DFM
(r=0.494*"*") y DFF (r=0.395%"*). Esta asociacién se explica porque la fioracién de estos
materiales ocurrié cuando en el lote experimental se presentaron condiciones ambientales
favorables para la infeccién, colonizacién y reproduccién del hongo, tanto en las plantas
testigo, como en las inoculadas.
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5.3 Andlisis quimico de micotoxinas en maiz

Los resultados de los andlisis de varianza aplicados a las concentraciones de las
micotoxinas zearalenona (ZEA), toxina T-2 y diacetoxiscirpenol (DAS) encontradas en las
muestras de maliz de los dos experimentos de campo (Tablas 17, 20), indican cue los
tratamientos de estudio no influyeron en el comportamiento de esta variable. Por esta
razén, para cada micotoxina, el andlisis se hizo con base en los valores numéricos
obtenidos. -

5.3.1 Aislamiento y cuantificacion de zearalenona (ZEA)

a. Exparimento de campo 1994
Se analizan los resultados obtenidos mediante las técnicas TLC y HPLC, de esta
micotoxina detectada en las muestras de los genotipos 1 y 2 de maiz.

En la Figura 18 se
presenta una placa con
algunas muestras vy el
estédndar de ZEA, después
de haberlas analizado
mediante TLC. De las 78
muestras estudiadas soélo
62 (79.5 %) presentaron
signos de contaminacion
por esta micotoxina, con
un valor promedio de

Rf de 0.73, muy
aproximado al de O0.75
registrado en el estandar
(Apéndice 15).

En la Tabla 16 se reporta
la informacidn que se
utilizé para elaborar la

grafica que se ilustra en la 7 8 9 10 111
Figura 20.
Figura 18. Cromatografia de placa fina (TLC) de
muestras y estandar de ZEA
El coeficiente de correlacion (r = 0.9941677) demuestra la estrecha relaciéon

presentada entre la concentracidon del estandar de ZEA vy el drea del cromatograma. En
el andlisis de las muestras por HPLC se obtuvieron cromatogramas como los que se
presenta en la Figura 19, donde se puede notar que los tiempos de retardacién (Tr) en
el estdndar y en la muestra fueron de 1.82 y 1.83, respectivamente.
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Area 1.82

Area
1.83

Tiempo de retencién del estdndar de ZEA ({TLC?®) Tiempo de retencién de la muestra 40.
* El estandar se analizé previamente junto con la muestra, mediante TLC.

Figura 19. Cromatogramas del esténdar de ZEA y de la muestra 40

Se detectaron niveles variables de ZEA en las muestras (Apéndice 15); la maxima
concentraciéon fue de 2 039.474 ug/kg y se obtuvo en la repeticién | del tratamiento
P-44; mientras que la minima cantidad fue de 11.996 ug/kg y se detectd en la repeticién
1l del tratamiento P-64, en el genotipo 1. Los valores obtenidos en el genotipo 2
fluctuaron de 16.258 a 1 990.488 ug/kg y se ubican dentro del intervalo indicado para
el genotipo 1. A pesar de esta amplia variacién, no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en la cantidad de ZEA producida en las plantas testigo y
las inoculadas con los 4 aislamientos, en los 2 genotipos (Tabla 17).

El efecto de los tratamientos sobre la concentracién de ZEA no se manifestd en
forma clara, quizas porque dentro de estos, hubo variaciones muy marcadas, como se
puede verificar en el Apéndice 15, donde en el tratamiento P-44 del genotipo 1, la
repeticion Il tuvo O y la I, mds de 2 000 wg/kg del compuesto. Ademds de esta
variabilidad, es importante considerar que se analizé sélo el 13% de las 600 muestras.
No fue posible aumentar el tamano de la muestra porque el andlisis quimico es costoso.

En el genotipo 1 el indice mas alto de ZEA se detecté en las muestras del
aislamiento P-34 (Tabla 18), que también resulté el méas virulento para provocar Pudricién
de mazorca (Apéndice 7); comparativamente, la cantidad mas baja del compuesto se
obtuvo en las muestras del aislamiento C-269, que fue de los menos agresivos para
ocasionar Germinacién prematura (Apéndice 8). Estos resultados dan una idea, de que
el grado de virulencia tiende a asociarse en forma positiva con la mayor o menor
toxigenicidad de F. moniliforme; sin embargo, estos dos eventos no mostraron una
relacidn significativa cuando se sometieron al andlisis de correlacién (Tabla 19); que
tampoco establecié asociaciones entre ZEA y las micotoxinas T-2 y DAS.
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Areas de! cromatograma y valores de la ecuacién de Ia recta de regresién

Tabla 16.
utilizados para graficar la curva de calibraci6én de ZEA
Co i det dar de ZEA (mg/kg) Areas del cromatograma
N© x)
1. 1 653 692 *
2. 2 1 566 093.7
3. 3 2 139 956.7
q, < 2 641 145.3
5. 5 3 636 376.7
Ecuacion de la racta de regresion: Y = 65326.5 + 684042.1 X
Coeficiente de correlacion: r = 0.9941677

* = Media de 3 repeticiones

Figura 20. Curva de calibracién para la cuantificacién de zearalenona
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Tabla 17. Valores del cuadrado medio (CM) y probabilidad (P) de los anélisis de
varianza de la concentracion de las micotoxinas zearalenona (ZEA), toxina
T-2 y diacetoxiscirpenol (DAS) en los genotipos 1 y 2 de maiz del
experimento de campo 1994

Genotipo 1
Fuentes de ZEA T-2
wvariacion G.L. cm P oM P
Repeticion 2 737816.3 0.3282 28423.3 0.5663
Blogque dentro
de repeticién 22 234408.5 0.7629 25965.5 0.7391
Tratamiento 12 168742.2 0.8542 ny 39136.07 0.6853 ng
Error 2 360415 37106.4
Totel 38 254167 24456.3

Genotipo 2*

Fuente de ZEA T-2 DAS
variacion G.L.
cM P CcM P cmM P

Repaeticion 2 161961.9 0.3297 39879 0.7921 109893.3 | 0.0623
Tratamiento 12 243661.9 | 0.1179ns 143915.9 0.6037ns 23125.6 | 0.7733ns
Error 24 139342 169447 35181.0
Total 38 4736.2 154564.9 35306.2

A = La seleccién de parcelas para determinacién en los bloques incompletos,

provocé que no fuera estimable el efecto de bloques, por lo que el anélisis de
varianza se hizo ignorando estos.

G.L. = Grados de libertad

ns = No significativo (P < 0.05)

Nota. No se detecté DAS en ninguna muestra del genotipo 1
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El efecto de los tratamientos sobre la concentracién de ZEA no se manifesté en
forma clara, Quizds porque dentro de estos, hubo variaciones muy marcadas, como se
puede verificar en el Apéndice 15, donde en el tratamiento P-44 del genotipo 1, la
repeticién tl tuvo O y la |, mas de 2 000 ug/kg del compuesto. Ademas de esta
variabilidad, es importante considerar que se analizé sélo el 13% de las 600 muestras.
No fue posible aumentar el tamaifio de la muestra porque el andlisis quimico es costoso.

En el genotipo 1 el indice mas alto de ZEA se detecté en las muestras del
aislamiento P-34 (Tabla 18). que también resuitd el mas virulento para provocar Pudricién
de mazorca (Apéndice 7); comparativamente, la cantidad mas baja del compuesto se
obtuvo en las muestras del aislamiento C-269, que fue de los menos agresivos para
ocasionar Germinacion prematura (Apéndice 8).

Tabla 18. Concentraciones de ZEA, T-2 y DAS (ug/kg) en los genotipos 1 y 2 de maiz
del experimento de campo 1994

Genotipo 1 Genotipo 2
Tratamientos ZEA T-2 DAS ZEA T-2 DAS
T1-P* 641.401 45.156 [¢] 350.226 811.843 202.986
T2-P* 580.737 119.520 (o] 9655.336 54.893 139.881
T3-P* 372.024 o] [s] 609.092 (o] 241.852
T4-N** 619.035 84.886 [¢] 529.999 (o] (o]
TE-N"* 729.268 48.422 o (] [ 184.977
TE-N** 525.832 52.019 ] 168.331 [¢] 63.666
P-3 430.457 141.144 o] 79.817 0 210.127
P-34 876.055 117.713 o] 180.957 131.726 o]
P-44 743.040 338.742 [0} 266.187 131.162 36.449
P-64 596.428 28.578 o] 504.599 113.53 [¢]
C-269 364.745 58.467 o] (o] 270.59 51.069
C-591 674.338 o] o] 27.539 106.745 44.59
C-634 405.083 111.271 (o] 168.578 115.978 106.091
Media 581.419 88.176 o 295.443 133.574 98.591
- = Tratamientos testigo con herida en el elote T (1, 2 y 3)-P

add = Tratamientos testigo sin herida en el elote T (4, 6 y 6)-N

Nota: Cada valor es la media de 3 repaticiones
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Estos resultados dan una idea, de que el grado de virulencia tiende a asociarse en
forma positiva con la mayor o menor toxigenicidad de F. moniliforme; sin embargo, estos
dos eventos no mostraron una relacidon significativa cuando se sometieron al anélisis de
correlacién (Tabta 19); que tampoco establecié asociaciones entre ZEA y las micotoxinas
T-2 y DAS.

En el genotipo 2 los niveles méas altos de ZEA se encontraron en las muestras de
los testigos (T 2 v 3-P) que, a pesar de que no se inocularon, sufrieron una infeccidn
natural importante (Apéndice 9) propiciada por la herida causada con el punzén, De las
siete cepas inoculadas, la C-591 y P-3 fueron las menos toxigenas; esta Gltima fue la
menos agresiva para causar pudricién de mazorca (Apéndice 9). Esto indica una cierta
relacién entre la agresividad ligera del hongo y su menor capacidad para sintetizar esta
toxina en el substrato contaminado. Aunque esta asociacién no fue significativa, al
realizar el andélisis de correlacién (Tabla 19). No obstante, la concentraciéon de ZEA
mostré una asociaciéon positiva y significativa (P < 0.085) con la longitud de mazorca;
esto indica que a mayor tamanio de la mazorca, existe mas tejido vegetal susceptible de
ser colonizado por el hongo y utilizado como substrato para producir este metabolito.

Tabla 19. Andélisis de correlacién (valores de r) de Ia concentracion de las
micotoxinas zearalenona (ZEA), toxina T-2 y diacetoxiscirpenol (DAS), con
las demés variabl evaluad en los genotipos 1 vy 2 del experimento de
campo 1994

. Genotipo 1 4]] Genotipo 2

Variables ZEA T-2 ZEA T-2 DAS
% PM -0.1280ns -0.0273ns 0.1825ns 0.2392 * 0.0161
NGGP 0.1283ns -0.0924ns 0.1538ns 0.0463 -0.0961
%MGP -0.1101ns -0.1979ns J[ 0.0417ns 0.0158 0.0133
LW -0.2217ns 0.0982ns “ 0.2948 * -0.1764 -0.0403
PMG 0.0670ns -0.1671ns -0.0864ns -0.0454 0.0350
PTG 0.0430ns 0.1672ns {I 0.1768ns -0.0274 -0.1048
NMC -0.0053ns -0.0446ns 0.0489ns 0.0656 -0.1653
ZEA 0.2423* Jl

= Significativo (P < 0.05)
= No significativo
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Los valores promedios de la Tabla 18 muestran que F. moniliforme fue capaz de
producir casi el doble de ZEA (581.419 ug/kg) en el genotipo 1 que en el 2 (295.443
Hg/kg); no obstante, que en este ultimo fueron Mmas severos los danos de Pudriciéon de
mazorca v Germinaciéon prematura, como se puede constatar en la Tabla 11. Asimismo,
estos resultados confirman que este hongo fitopatégeno es capaz de producir ZEA en
condiciones naturales; y sugieren que la ZEA puede estar como contaminante en las
cosechas de maiz, que se destinan a! mercado para la alimentacién humana y de los
animales. Pero esta toxina no esta relacionada con los sintomas de las 2 enfermedades.

b. Experimento de campo 1995

Se detectS la presencia de ZEA en 31 (68.9%) de las 45 muestras de maiz
analizadas. Se determiné un valor promedio de Rf de 0.72, que es igual al obtenido en
el estandar (Apéndice 16). Las concentraciones variaron en un intervalo de 19.05 a
386.489 ug/kg. Los factores: genotipo de maiz (GM) y aislamiento de! hongo (AH) no
influyeron en la cantidad de micotoxina contenida en los granos; como |lo demuestra el
andlisis de varianza de la Tabla 20.

Tabla 20. Valores del cuadrado medio (CM) y de probabilidad (P) de la concentracién
de las micotoxinas zearalenona (ZEA), toxina T-2 y diacetoxiscirpenocl (DAS),
en el experimento de campo 1995

ZEA T-2 DAS

F. V. G.L. CM P cM P CM P
Repeticion 2 51054.0 0.330 4533.8 0.8a42 1225.8 | 0.930
Genotipo de
malz (GM) 2 6172.9 0.842ns 5091.1 0.825ns 3426.1 0.821ns
Error A 4q 34440.5 25261.6 16501.7
Aislamiento del
hongo (AH) 4 14648.3 0.115ns 4138.4 0.722ns 12333 0.390ns
Interaccion GM-AH 8 4083.3 | 0.785ns 6120.3 0.633ns 9483.8 0.586ns
Error B 24 7053.8 7955.9 11450.7
Total 44 11663.8 8562.6 10803

F.V. = Fuentes de variacién

G.L. = Grados de libertad

ns = No significativo (P < 0.05)

Nota: El DAS no se detectd en ninguna muestra del genotipo 1
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Los valores promedios de la Tabla 21 permiten confirmar que hubo poca variacién
en la cantidad de ZEA producida en los tres genotipos, de los cuales, el namero 2 fue el
mas afectado. Por otro lado, se encontré que en las plantas testigo, que sufrieron
infeccién natural (Tabla 14), tuvieron mayores niveles del compuesto (105.386 ug/kg).
que todas las que se inocularon con los aislamientos monospdéricos de F. moaniliforme;
lo que demuestra la capacidad que tiene este hongo para infectar al maiz y contaminarlo
con micotoxinas, en condiciones naturales de cultivo. De los 4 aislamientos, el P-44 fue
el mas toxigeno; el aislamiento C-591 mostré una virulencia intermedia (Tabla 14).

Tabla 21. Concentraciones de ZEA (wg/kg) en 3 genotipos de maiz inoculados con
:i;lsasmiontos monospdricos de F. moniliforrme, en el experimento de campo

Genotipo Aislamiento del hongo
de mafz Taestigo | C-591 P-12 P-aq P-6a Media
2 98.576 128.83 39.213 99.486 23.695 77.96
3 116.515 [o) [o] 121.327 o 47.569
13 101.066 32.751 o] 32.423 31.192 39.487
Media 105.386 53.86 13.071 84.412 18.296

La produccién de ZEA no se correlaciond con las demas variables de estudio (Tabla
22). De esto se puede inferir que esta toxina no esta directamente involucrada en los
dafos de Pudricién de mazorca y Germinacién prematura provocados por F. moaniliforme.

Los resultados de este estudio, indican que la capacidad toxigena de F.
moniliforme para producir ZEA, es una caracteristica que no es controlada en forma
considerable por el genotipo o la variedad de mafz, sino que tiende a asociarse con el
grado de patogenicidad del hongo.

En el experimento de 1994 el hongo produjo niveles mas ailtos del compuesto
(11.996 a 2 039.474 yg/kg), que en el ensayo de 1995 (19.05 a 386.489 ug/kg); sin
embargo, estas cantidades de ZEA se estiman moderadas, considerando que este hongo
estd ubicado dentro de las especies de Fusarium, que no tienen gran capacidad para
producir este compuesto quimico (Marasas et a/., 1984).
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Tabla 22. Andlisis de correlacion (valores de r) de la concentracion de las micotoxinas
zearalenona (ZEA), toxina T-2 y diacetoxiscirpenol (DAS), con las demés
variables svaluadas en ¢l experimento de campo 1995

Variable ZEA Toxina T-2 DAS
1. % PM -0.0030 0.2853 = 0.0817
2. NGGP -0.0504 0.0971 -0.0311
3. % MGP -0.0185 0.2443 -0.0487
q. Lm 0.2163 0.0879 -0.0007
5. PMG -0.0686 -0.0277 -0.0673
6. PTG 0.1191 0.1524 -0.0268
7. NMC 0.034 0.1476 -0.0704
8. DFM -0.1261 -0.0381 0.0965
9. DFF 0.1235 -0.0452 -0.0194
10. ZEA 0.3631 = -0.1998
11. T-2 0.0939
- = Significativo (P < 0.05)
Variables: %PM = Porcentaje de pudricién de mazorca, NGGP = Nudmero de granos con
germinacion, %MGP = Porcentaje de mazorcas con germinacién prematura,
LM = Longitud de mazorca, PMG = Peso de mil granos, PTG = Peso total de
granos, NMC = Numero de mazorcas cosechadas, DFM = Dias a floracién
masculina y DFF = Dias a floracién femenina

En condiciones favorables, una cepa toxigena puede llegar a producir cantidades
minimas del orden de 1 a 19 mg/kg, equivalentes a 1 000-19 000 ug/Kg (Mirocha et a/.,
1977), que estdn muy por encima de las detectadas en las muestras de maiz de los
ensayos de 1994 y 1995. No obstante, se debe tomar en cuenta que esta micotoxina
es fisiolédgicamente activa en cantidades inferiores a los 100 wg/kg:; como se ha
observado recientemente en Mérida, Yucatan donde los cerdos alimentados con maiz
contaminado con ZEA y otras fusariotoxinas, presentan efectos patolégicos muy graves,
principalmente protusién vaginal en hembras y orquitis pronunciada en machos (Carvajal,
1997). Estas experiencias sugieren que el alimento para porcinos debe de contener
cantidades permisibles, inferiores a 50 #g/kg, tomando en cuenta que estos son de los
mamiferos més susceptibles a este compuesto y a que se ingiere el alimento durante 4
meses.



67

5.3.2 Aislamiento y cuantificacién de la toxina T-2

a. Experimento de campo 1994

En la placa de gel de sllice
presentada en la Figura 21
se pueden apreciar la
distancias recorridas tanto
por el estandar de T-2,
como por los compuestos
contenidos en las
muestras contaminadas,
que fueron sélo 25 (44%)
de las 78 analizadas, en
los dos genotipos. En ias
muestras se registré un Rf
promedio de 0.19,
cercano al valor de 0.18,
obtenido en el estandar
(Apéndice 17). En la Tabla
23 se anotan los datos
utilizados para graficar la
curva de calibracién
ilustrada en la Figura 23,
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Figura 21. Cromatografia de placa fina (TLC) .de
muestras y estandares de T-2 y DAS

donde se puede notar que el valor de r=0.99594651, indica que hubo una correlacién
estrecha y positiva entre la concentracién de T-2 y el drea del cromatograma. Se
registraron tiempos de retencién (Tr) de 4.54 en el cromatograma del estdndar, y de 4.43
en el de la muestra 34 (Figura 22).

Area

Area

Tiempo de retencion del estandar de T-2 (TLC*®) Tiempo de retencién de la muestra 34

* El estandar se analiz6 previamente junto con la muestra, mediante TLC

Figura 22. Cromatogramas del esténdar de T-2 y de la muestra 34
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Tabla 23. Areas del cromatograma y valores de ia ecuacién de ia recta de regresién
utilizados para graficar la curva de calibracién de T-2.
[ Concentraciones del esténdar de T-2 (mg/kg) Areas del cromatograma
1. 0.2 1413 669°
2. 0.4 2 645 697
3. 0.6 4 757 307
aq. 0.8 6 403 267
5. 1.0 8 663 668
Ecuacién de ta recta de regresion: Y =-7006548.8 + 9128 784 X
Coeficiente de correlacion: r = 0,99594651

-

= Media de 3 repeticiones

[+ acién del de la

T2

Figura 23. Curva de calibracién para la cuantificacién de toxina T-2
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Los niveles de T-2 variaron desde 85.735 wug/kg (repeticién | de P-64) hasta
2 399.222 ug/kg (repeticion It de T 1-P), como se puede constatar en el Apéndice 17.
Sin embargo, estas diferencias entre las plantas inoculadas y las testigo, no fueron
estadisticamente significativas, como lo demuestran los resultados del andlisis de
varianza de la Tabla 17.

En el genotipo 1, la mayor cantidad de T-2 fue producida en las muestras del
aislamiento P-44 (Tabla 18), que mostré una agresividad intermedia para causar pudricién
de mazorca (Apéndice 7); mientras que en los tratamientos T 3-Py C-591 no se detecté
este compuesto. En los demds testigos, que no se inocularon pero presentaron infeccién
natural (Apéndice 7), se encontraron niveles variables, de 45.156 a 119.562 ug/kg. En
este genotipo, la cantidad de T-2 se asocié en forma positiva y significativa (P < 0.05)
con la concentraciéon de ZEA (r=0.2423*); lo que sugiere que F. moniliforme es capaz
de producir estos dos metabolitos en forma simultdnea cuando se desarrolla en el mismo
tejido vegetal infectado.

En el genotipo 2, las muestras del testigo T 1-P estuvieron mas contaminadas que
los demds tratamientos (Tabla 18); no obstante que este tratamiento no fue inoculado
y sdélo sufrié la infeccién natural del hongo (Apéndice 9). Después del testigo, los
mavyores indices de contaminacién se encontraron en las muestras de los aislamientos
C-269, P-34 y P-44. En estos dos ultimos, se registraron danos severos de pudricién y
germinacién prematura (Apéndices 9, 10 y 11); de esta forma, la toxina T-2 manifestd
una tendencia a una mayor concentracion en las mazorcas mas afectadas por estas dos
enfermedades. En este genotipo se encontrd que la concentracién de T-2 se correlaciond
en forma positiva y significativa (P < 0.05) con los dafos de Pudricién de la mazorca
(r=0.2392*), pero no con los de Germinacién prematura (Tabla 19); de donde se infiere
que este compuesto estd involucrado en la capacidad que tiene el hongo para causar la
pudricién del tejido, pues al incrementarse la severidad de la enfermedad, aumenta el
contenido de la toxina T-2 en el tejido afectado.

Con estos resultados se confirma la importancia que tiene la toxina T-2 en la
patogénesis de la Pudricién de la mazorca en el cultivo de maiz; pues con anterioridad
se ha seifalado que compuestos de este tipo, actdan como fitotoxinas no especificas de
hospedantes y son capaces de producir diversos sintomas como clorosis, necrosis y
otros, cuando se aplican a bajas concentraciones (Snijders, 1988; Desjardins, 1992).

El hongo produjo T-2 en los dos genotipos de maiz, pero en el genotipo 1, los
niveles fueron ligeramente menores (88.176 wg/kg) que en el 2 (133.574 ug/kg) v es
probable que esto explique el comportamiento que tuvo el desarrollo de la enfermedad
Pudrici6én de la mazorca, que fue més severa en el genotipo 2 que en el genotipo 1, como
se puede constatar al analizar las medias generales de cada uno de ellos, que se

presentan en la Tabla 18.
b. Experimento de campo 1995

Se encontré T-2 en 33 (73.3%) de las 45 muestras evaluadas. El Rf fue de 0.33
vy en el estdndar, de 0.30 (Apéndice 18).
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En el Apéndice 18 se observa que la concentracién del compuesto varié de
157.217 a 278.767 ug/kg. Sin embargo, esta variacion no fue producida por el efecto
de los factores de estudio {genotipo de maiz y aislamiento del hongo) ni por ila interaccion
entre ellos; pues en ningun caso, los efectos fueron significativos desde el punto de vista
estadistico (Tabla 20).

Al analizar las medias de la Tabla 24, se nota que el genotipo 3 permitié una
mayor produccién de este metabolito, que los cultivos 2 yv 13, donde se registraron
niveles cercanos de T-2. Por otra parte, el aislamiento P-64 destacd de los demas por su

mayor capacidad para producir este compuesto.

Concentraciones de T-2 (wg/kg) en 3 genotipos de maiz inoculados
con aislamientos monospéricos de F. moniliforrme. en el eaxperimento

de campo 1995

Tabla 24.

Genotipos Aislamientos del hongo

de maiz Testigo c-591 P-12 P-aa P-64 Medias
2 53.663 62.311 (o) 65.43 111.919 58.665
3 85.734 110.494 121.34 150.564 o] 93.627
13 53.677 56.722 53.847 109.391 56.728 66.073
Maedias 64.358 76.509 58.396 108.462 56.216

Es importante recordar que el aislamiento monospdrico P-64 fue el mas agresivo
para provocar daifos severos de las enfermedades Pudricién de ila mazorca (69.94 %PM)
y Germinacién prematura (36.27 % MGP), y consecuentemente, fue el que mas afects
el rendimiento de grano (Tabla 14). Por ello, este tipo de asociacién positiva entre la
produccién de T-2 y la patogenicidad del hongo, resultaron significativas en el andlisis
de correlacién efectuado (Tabla 22); de tal forma que se produce mas toxina a medida
que existe una mayor cantidad de substrato colonizado por el hongo. Asimismo, se
confirmdé por segunda ocasién, que la produccién de T-2 se asocié en forma positiva y
significativa con la concentracion de ZEA (r=0.3631"), como se indicd en el genotipo
1 del ensayo de 1994; lo que significa que estos dos metabolitos son producidos por el
hongo en forma simuitdnea por F. moniliforme.

Este hongo produjo T-2 en cantidades variables en los genotipos 1, 2 (experimento
1994), 2, 3 y 13 (experimento 1995). En el ciclo de 1994 produjo cantidades superiores
(85.7356 a 2 399.222 wug/kg) en comparacién con el de 1995 (157.217 a 278.767
Hg/kg). Estas cantidades son importantes, porque la T-2 provoca efectos patolégicos a
concentraciones inferiores, como lodemuestran los datos reportados con anterioridad por

diversos investigadores.
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5.3.3 Aislamiento y cuantificacién de diacetoxiscirpenol (DAS)

a. Experimento de campo 1994
Es notable que este compuesto no se detects en ninguna muestra del genotipo 1;

en cambio, estuvo presente en 16 (41%) de las 39 muestras del genotipo 2, cuyos
valores de Rf promediaron 0.14, igual que la media del estdndar de DAS (Apéndice 19)

utilizado como referencia (Figura 21).
En la Tabla 25 se encuentran los datos que se utilizaron, tanto para elaborar la
la

grdfica ilustrada en la Figura 25, como para calcular las concentraciones de
micotoxina, que se anotan en el Apéndice 19. Los tiempos de retencién (Tr) en los
cromatogramas del estandar y de la muestra 85, fueron de 2.36 y 2.43 (Figura 24).

i Area

Area
2.36

Tiempo de retencién del estandar de DAS (TLC*) Tiempo de retencién de la muestra 85

* El estdndar se analizé previamente junto con la muestra, mediante TLC.

Figura 24. Cromatogramas del esténdar de DAS y de Ja muestra 85

En el genotipo 2 de maiz, este compuesto presentd una variacién entre 52.114 y
673.443 ug/kg, la cual no fue afectada de manera estadisticamente significativa por los
tratamientos aplicados (Tabla 17).

Los valores promedio de la Tabla 18 indican que los niveles mas altos del
compuesto se encontraron en granos de maiz producidos por plantas que no fueron
inoculadas (T 3-P), pero que sufrieron sintomas severos de pudricién y germinacién
prematura {(Apéndices 9-11) por la infeccién natural de F. moniliforme. De los 7
aislamientos inoculados en el genotipo 2, resultaron mas toxigenos el P-3 y el C-634; los
cuales se clasificaron como los menos virulentos para provocar dafnos de pudricién de
mazorca (Apéndice 9). Sin embargo, esta tendencia de asociacién entre la menor
patogenicidad del hongo y su mayor capacidad para producir DAS no resulté significativa

en el andlisis de correlacién presentado en la Tabla 22.
Es notable la reaccién de resistencia a la produccién de DAS manifestada por el

genotipo 1; sin embargo, ésta no es de utilidad, porque este material no es resistente a
la infeccién dei hongo, como se muestra en la Tabla 11. Lo mas deseable hubiera sido
encontrar resistencia tanto a la pudricién como a la produccién de esta micotoxina.
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Areas del cromatograma y valores de la ecuacién de la recta de regresion

Tabla 25.
utilizados para graficar la curva de calibracién de DAS
N° Concentraciones del o‘s’t(.’nd.v de DAS (usg/kg) Areas del cromatograma
1. 21.8 259 0786*
2. 43.6 264 427
3. 656.5 338 601
q. 87.3 403 623
5. 109.1 580 184
Ecuacioén de la recta de regresion: Y = 150 746.6 + 3 215 X
Coeficiente de correlacion: r = 0.95327385

* = Media de 3 repeticiones.

==

20 40 [=1e] 80 100 120

Concentracion de DAS (ppb)

Figura 25. Curva de calibracién para la cuantificacién de diacetoxiscirpenol
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Estas evidencias permiten inferir que et DAS probablemente no tiene relacién con
los efectos patolégicos que provoca F. moniliforme en la planta de maiz enferma.

b. Experimento de campo 1995
Se detect6 DAS en 33 (73.3%) de las 45 muestras evaluadas. Se determiné un

Rf de 0.25 tanto en las muestras como en el estandar (Apéndice 20). Los niveles
fluctuaron desde 32.251 hasta 453.148 uyg/kg (Apéndice 20). De nuevo se confirmd que
fos tratamientos aplicados no tuvieron efecto significativo sobre la cantidad de
micotoxina producida en las plantas inoculadas, como se observé en el andlisis de
varianza de la Tabla 20. Al analizar los valores promedios de la Tabla 26, se nota que el
hongo produjo DAS en los 3 genotipos de maiz; de los cuales resultéd menos afectado el
genotipo 2, como ocurrié con la toxina T-2 (Tabla 24). En forma comparativa, hubo
mayor concentracién de DAS en las mazorcas del genotipo 3, en el cual también se
detectaron {os niveles mas altos de la toxina T-2 (Tabla 24). En las plantas testigo y en
las inoculadas con los 4 aislamientos, se identificaron niveles variables de DAS; el
aislamiento P-12 produjo cantidades cercanas a 160 ug/kg.

Concentraciones de DAS (wg/kg) en 3 genotipos de maiz inoculados con

Tabla 26.

aislamientos monospoéricos de F. moniliforme, en el experimento de campo
19956

Genotipo Aislamientos del hongo

de maiz Testigo | C-591 P-12 P-aa P-64 Media

2 161.799 18.558 115.507 71.102 109.938 95.381

3 110.833 | 132.906 127.713 183.998 71.151 125.32

13 87.708 67.06 235.5 107.797 35.699 106.753

Media 120.113 72.841 159.573 120.966 72.263

Los datos de los 2 experimentos confirman que F. moniliforme es capaz de
producir este compuesto en diversos genotipos de maiz en condiciones naturales de
cuitivo y en cantidades variables, de 32.251 a 673.443 wg/kg. En el primer ensayo se
produjeron cantidades ligeramente superiores (52.114 y 673.443 ug/kg), que en el
segundo (32.251 hasta 453.148 #g/kg); se manifesté unareaccidn diferencial clara entre
los dos cultivos, pues el genotipo 1 permitié la infeccién del hongo (63 %PM) pero no
ia produccién de DAS; en cambio, en el 2 hubo infeccidn (88.9 %PM) y produccidn del
compuesto (98.591 wug/kg). En el ensayo de 1995 los materiales exhibieron un
comportamiento similar ante la infeccién y produccién de la micotoxina.

Estos resultados indican que el DAS no estd involucrado en los sintomas de
Germinaciéon prematura ni en los de Pudricién de la mazorca.
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Vi. CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigacién correspondientes a las fases de

biologia, fitopatologia y producciéon de micotoxinas del hongo F. moniliforme, permiten
deducir las conclusiones siguientes:

6.1

6.2

6.2.1

Biologia de F. moniiforme

Los medios de cultivo papa-dextrosa-agar, hojas de clavel-agar y cloruro de
potasio-agar favorecen en forma eficiente la produccién de pigmentos,
macroconidios en esporodoquios y microconidios en cadena de los cultivos
monospdéricos de F. moniliforme.

Los aislamientos monospdéricos cultivados en papa-dextrosa-agar son capaces de
producir diversas coloraciones que varian del blanco o bronceado al violeta o rojo
carmin.

Todos los aislamientos monospéricos conservan su viabilidad y patogenicidad
cuando se les aimacena en gel de sflice a baja temperatura por periodos
prolongados de tiempo.

El hongo se localizé en el embrién, escutelo y membrana de la nucela de granos
afectados por Germinacion prematura.

La colonizacién fungosa provoca la separacién y el colapso de las células en el
tejido interno del grano infectado.

El hongo puede sobrevivir como micelio y diseminarse a través de la semilla
enferma.

Fitopatologia de F. moniliforrme

Experimento de campo 1994

Todos los aislamientos monospdricos de F. monififorme inoculados en los
genotipos 1 y 2 de maiz, provocaron sfintomas de las enfermedades Pudricién de
ia mazorca y Germinacién prematura.

El hongo presenté un alto potencial infectivo en las plantas testigo con y sin
heridas, en condiciones naturales.

La técnica de punzdén fue eficiente parainocular al hongo F. moniliforme vy la herida
provocada en el elote, favorecidé la infeccidn y el desarrollo de estas dos
enfermedades en las plantas inoculadas y en las testigo, en los 2 genotipos de
mafz.
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Los 2 genotipos de maiz fueron susceptibles al ataque del hongo, y la
produccién de grano del genotipo 2 resulté mas afectada por las dos
enfermedades.

Los aislamientos monospdéricos de F. moniliforme procedentes de Puebla fueron
mas agresivos para provocar Pudricién de la mazorca y Germinaciéon prematura,
que los de CIMMYT y Guerrero, en los dos genotipos de maiz estudiados.

Los sintomas mas severos de las dos enfermedades fueron provocados por los
aislamientos de Puebia (12, 28, 34, 38, 46 y 64) y de CIMMYT (474, 476, 497,
520, 574, 576, 591, 624,) en los dos genotipos de maiz.

Los dafios provocados por Pudricién de la mazorca mostraron una estrecha
asociacién positiva con los de Germinacién prematura en ios dos genotipos de
malz.

Experimento de campo 1995
El hongo F. moniliforrme mostré una gran capacidad para causar infeccidén natural
en las plantas testigo y afectar el tamaifo y el rendimiento de grano.

El genotipo de la planta y el aislamiento monospérico del hongo actuaron en forma
independiente sobre |as variables de estudio. No hubo interaccién entre estos dos
factores estudiados.

No hubo variacién significativa entre los dafios de Pudricion de mazorca
presentados por los 18 genotipos inoculados con el hongo.

Los genotipos 1, 2 y 8 fueron los menos afectados por la Germinacién prematura.

Los genotipos 13 y 14 fueron los més precoces para inicar la floracién femenina
y también, los mas productivos en cantidad y tamaio de grano; pero tendieron a
producir mazorcas mas afectadas por Germinacién prematura.

El aislamiento monospdérico P-64 provocé los sintomas mas severos de Pudricion
de mazorca y Germinaciéon prematura, y fue el mas agresivo para disminuir el
rendimiento de las plantas inoculadas.

Los sintomas provocados por las dos enfermedades mostraron una correlacion
positiva y significativa.

El rendimiento de las plantas inoculadas con los aislamientos monospd&ricos del
hongo, presentd una tendencia a la disminucién a medida que se incrementd la
severidad de la Pudricién de mazorca.
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Micotoxinas producidas por F. moniiforme

El hongo es capaz de producir las micotoxinas ZEA, T-2 y DAS en genotipos de
maiz cultivados en condiciones de campo.

F. moniliforme no produjo la micotoxina DON en ningun genotipo de maiz cultivado
en condiciones de campo.

Los aislamientos monospdéricos del hongo no mostraron variaciones significativas

en su capacidad para producir ZEA, T-2 y DAS en maiz bajo condiciones de
campo.

El genotipo 1 fue susceptible a la infeccién de F. moniliforme, pero mostré
resistencia a la produccidon de DAS. Es posible que esta micotoxina no esté
involucrada en los danos de Germinacién prematura ni en los de Pudricién de
mazorca.

La ZEA se encontré con mayor frecuencia en las muestras de los genotipos 1 vy 2;
pero los niveles mas altos de contaminacion fueron de la toxina T-2.

Los genotipos 2, 3 y 13 de maiz fueron susceptibles a la infeccién del hongo y a
la contaminacién por ZEA, T-2 y DAS.

Las muestras de los genotipos 2, 3y 13 de maiz presentaron mayor contaminacién
de DAS que de T-2 y ZEA.

La concentracidén de las micotoxinas ZEA y DAS en los granos contaminados no
se correlaciond con los dafos provocados por las dos enfermedades, ni con las
variables del rendimiento de grano, en los dos experimentos.

La severidad de la Pudricion de mazorca se correlacioné en forma positiva con la
capacidad del hongo para producir la toxina T-2. Por 1o tanto, de las 3 toxinas
identificadas, ésta es la unica involucrada en la patogénesis de la enfermedad.

El hongo tiene capacidad de producir las toxinas T-2 y ZEA en forma simuiltanea
en los mismos granos de maiz colonizados.
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Viii. APENDICES

Apéndice 1. Hospedantes y sintomas causados por Fusarium monikforme Sheld

Hospedantes y stntomas

Raforencias

Algoddn {Gossypium hirsutum L), Pudriciones de ralz y fruto

U.S.D.A. {1960); Booth {1871); Walker {1975); Holliday 11989

Atroz {Qryea sativa L.). Pudricidn de rafz

U.S.D.A. {1960); Boath {1971); Burgess & Liddeli (1983); Holiday 1989)

Avena (Avena sativa L), Pudsicion de ralz

U.5.D.A, {1960); Burgess & Liddeh t1983)

Cacatuate {Arachis hypogaea L.). Pudriciones de rafz y fruto

US.D.A. (1960}

\ Caté (Cotea arabica L.). Tizdn de pldntulas

U.S.D.A. 1960

‘ Cafia de azicar {Saccharum officinarum L. Pudriciones de talte y cogolle

{ Cebolta {Affium cepa L}, Pudricitn de bulbe

U.5.0.A, (1960); Booth (19711, Walker (1975); Holliday {1989)

US.DA, {1960}

LChfcham |Pisum sativum L. Pudricion de rafz

U.S.D.A. {1960)

Détil {Phoenix dactylifera L), Tizon de flores y pudricion de fnato

U.5.D.A. (1960

Esparrago (Asparagus officinalis L). Pudriciones de raiz y vallo

US.DA. (1960)

Hige {Ficus carica 1. Pudricitn de truto

U.S.D.A. {1850Y; Holliday {1989}

Malz {Zea mays L. Pudricidn y germinacidn prematura del grano

U.5.0.4, {1960} Booth (1871}; Walker {1375); Holliday (1989}

‘ Mango {Mangifera indica L). Prokteracion de panfoutas y brates

Booth (197 1}; Holliday {1986}

X Meldn {Cucumis melo LY. Pudricidn de fruto

U.5.D.A. {19601

{ Papa (Sofanum tuberosum L). Pudricién de tubércutos

(P\Mam {Musa spp.). Pudricion de truto; tizdn de tiores

U.S.D.A. (1960)

{ Pino {Pinus spp.. Pudricién de taiz

U.S.D.A, 11960} Booth (1971}, Walker 11375): Holiday {1983}

U.S.D.A, (1960); Holliday 11989

Pifa |Ananas comosus L.} M.1. Pudncion de truto

U.S.D.A. {1960); Booth {1971}, Walker {1975); Holliday {1989}

fSo(go {Sarghum spp.|. Pudricidn de tallo, panoja y semillz

Booth {1971); Walker (1975); Burgess & Liddell {1983); Holliday (1989)

Tomate L ycopersicon escufenturn ML), Puddicién de trute

U.S.D.A, 11960 Booth (1971}

‘ Tago {Friticun spp.). Pudnodn de taiz

U.S.0.A. {1860); Booth t1371); Watker {1976}

‘ 2Zanahona (Dacus carota L. Pudncidn de semilla

U.S.D.A. 11860

|
\
|
|
|
\

N



Apéndice 2. Efectos patolégicos provocados por razas toxigenas de F. moniiforme Sheld. en animales domésticos y de

laboratorio

Animal y sindrome

Reforenciss

Asno {Equus asinus). Leucoencefalomalacia

Hatiburton et al. {1979); Kriek et al. {1981); Correa et af. {1982);
Marasas et al. {1984); Pittet et al. (1392}

Caballo (Fquus caballus). Leucoencefalomalacia

Haliburton et af. {1979); Kriek et &/, {1981); Correa et & (1982);
Marasas ef al. (1984); Pittet et &/, {1992}

Cerdo (Sus scropha). Erizado y cafda de pelo, daiio de pezuiias y edema pulmonar

Kriek et a/. (1981}; Marasas et a/. {1984); Pittet et /. (1992}

Conejo {Oryctolagus cuniculus}. Pérdida de peso, aumento del ritmo cardlaco,
evacuaciones negruzcas escasas y daflos severos en fa piel

Marasas et a/. (1984}

Ganso {Branta spp. y Chen spp.}. Alteraciones de la espermatogénesis.

Marasas et al. (1984)

Mandril (Mandrillus sphinx). Fallas en el corazdn y cirrosis del higado

Kriek et a/. (1981); Marasas et a/. [1984)

Mula y mulo {Equus spp.). Leucoencefalomalacia

Haliburton et al. (1979); Kriek et a/. (1981); Correa et al. {(1982);
Marasas et a/. (1384); Pittet et a/. {1992}

Oveja (Ovis aries). Muerte por necrosis y hepatosis agudas

Kriek et a/. {1981); Marasas et al. (1984)

Paloma {Columba spp.). Vomitos prolongados

Marasas et al. (1984)

Pato (Axis sponsa). Muerte en aves de 1 dfa de edad

Marasas et a/. {1984)

Pollo {Gallus gaflus). Deficiencia de! sistema inmune y muerte

Marasas et a/. {1984); Marijanovic et a/. (1991}

Ratén (Mus musculus). Muerte por dafios en el higado y rifidn, hemorragia de fa
mucosa del tracto gastro-intestinal e hiperestrogenismo

Marasas et al. {1984)

Rata (Rattus rattus). Intubicion de la espermatogénesis, pérdida de peso, cirrosis,
trombosis det corazén, dafios en la piel y muerte

Krigk et al. (1981); Marasas el 4. (1384}; Pittet et a/. (1992}
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Apéndice 3. Distribucion de los tratamientos con tres repeticiones
experimental “Aifa Latice”, en el experimento de campo 1994

en los genotipos 1y 2 de maiz en un disefio
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Apéndice 4. Distribucién de los tratamientos con tres repeticiones en un disefio

experimental de Bloques al Azar con Parcelas Divididas, en el experimento
de campo 1995
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Apéndice 5. Tratamientos y repeticiones del! experimento de campo 1994,
seleccionados para el andlisis quimico de ZEA, T-2, DAS y DON

Genotipo 1 Genotipo 2
Re: ici R ici Observaciones
Teatamientos epeticiones epeticiones
] " [1]] ! 1] [1]]

1. T 1-P* 76% 125 270 9 190 296 | Testigo + herida.

2. T2-P" 16 135 206 17 168 206 | Testigo + herida.

3. T 3-P* 70 153 241 46 113 273 | Testigo + herida.

4. T 4-N**= 23 146 297 83 169 234 | Testigo natural.

5. T 5-N** 56 177 228 34 103 282 | Testigo natural.

6. T 6-N*=*= 86 195 219 72 173 220 | Testigo natural.

7. P-3 12 113 284 73 149 229 | Menor % de infeccién de
mazorca.

8. P-34 82 118 280 } 48 169 294 | Mayor % de infeccion de
mazorca.

9. P-44 78 101 220 10 121 209 | Mayor N2 de granos con
germinacién prematura.

10. P-64 73 152 237 68 182 207 Mayor % de mazorcas con
germinacién prematura

11. C-269 31 174 217 21 109 226 Menor N2 de granos con
germinacién prematura.

12. C-591 52 148 204 59 136 295 | Cepa de CIMMYT.

8 171 267 41 146 286 Menor % de mazorcas con
13. C-634 germinacién prematura.

"

Z/

It n

Tratamientos testigo con herida en el elote T (1, 2 y 3)-P
Tratamientos testigo sin herida en el elote T (4, 5y 6)-P
Numero de surco (unidad experimental) en el cultivo experimental (Apéndice 3).
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Apéndice 6. Tratamientos Yy repeticiones del experimento de campo 1995,
seleccionados para el anédlisis quimico de ZEA, T-2, DAS y DON
Factores Repaeticiones
N° | Genotipos | Aislamientos ' " m Observaciones
del hongo

1. 2" Testigo 83 145 213 Menor numero de granos con
germinacion prematura

2. 2 C-591 84 143 211 "

3. 2 P-12 81 142 215 -

4. 2 P-44 85 141 212 -

5. 2 P-64 82 144 214 "

6. 3 Testigo 46 93 244 Mayor nimero de granos con
germinacion prematura

7. 3 C-591 47 92 243 "

8 3 P-12 418 949 245 v

9. 3 P-44 §0 95 242 "

10. 3 P-64 49 91 241 "

11. 13 Testigo 4 166 270 Mayores tamano y peso total de
granos

12, 13 C-591 2 167 266 "

13. 13 P-12 1 170 267 "

14, 13 P-q4 3 168 269 "

15. 13 P-64 5 169 268 "

= Numero de surco (unidad experimental) en el cultivo experimental (Apéndice 4)
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Apéndice 7. Prusba de Tukey del porcentaje de pudricién de mazorca del genotipo 1 de
maiz inoculado con 94 aislamientos de F. moniiforrme sen el experimento de
campo 1994

Trata-

Media

Trate- Media Trata- Media Trata- Madia

miento miento mishto miento

P -34 82.52 a P - 66 69.67 ab G -16 63.88 ab C - 599 56.39 ab
P -63 80.37 a e - 231 668.97 ab P-61 63.88 a b G - 24 56.06 a b
C-574 78.82 & »-67 68.90 ab P -39 63.64 ab ® .23 £§5.56 a b
Cc-474 78.80 = C-476 68.72 ab G -3 63.06 &b C - 618 55.11 ab
P - 28 76.84 & C.676 68.69 ab C - 520 62.05 ab C - 600 54.61 a b
P-36 76.37 a P-22 68.62 ab c -691 61.92 ab C - 298 54.28 a b
P-13 75.37 a b C - 706 68.37 ab P-aa €1.90 a b -12 54.18 a b
c - 497 75.27 a b G-8 67.93 ab P-26 61.69 ab P-2a3 64.06 a b
P-24 74.93 ab P-4a9 67.92 ab P - 64 61.64 a b G - 20 53.87 ab
P - 36 73.67 ab aG-18 67.80 ab a-1 61.62 ab G-6 53.23 ab
P - 38 73.33 ab P - 30 67.80 ab P-52 61.35 ab C .- 626 53.22 ab
T3-P 73.30 ab P.27 67.56 ab G- 11 €61.01 ab P-3 53.22 ab
c - 721 73.11 ab P.12 67.52 ab a - 10 60.98 a b C-713 63.20 a b
c-571 73.09 a b P-48 67.38 ab T2-P 60.17 ab G - 19 53.03 ab
P-62 72.77 ab c-177 67.28 a b C - 501 60.05 ab C - 634 52.26 ab
G-7 72.77 ab C - 633 67.21 ab G-16 59.73 a b C - 666 51.97 ab
C - 655 72.18 ab P .51 66.80 ab G - 28 69.23 ab C - 644 50.13 ab
P-47 72.11 ab P .53 66.68 a b C-576 59.12 ab c - 765 49.94 ab
P-37 72.10 ab C . 709 66.64 a b C-623 58.57 s b TI- 48.32 a b
P - 29 71.45 a b Cc-a22 66.25 a b c-276 57.84 s b C .- 638 47.51 ab
P-4 71.39 ab C - 624 66.14 a b P-8 57.81 ab C . 266 47.33 ab
P - 65 70.60 a b C.423 65.91 ab P -as 57.25 ab P-11 46.86 a b
G-9 70.49 ab P .68 65.87 ab C - 269 57.13 ab TE-N 43.42 ab
P-9 70.45 a b G - 26 64.71 ab P -46 56.80 s b T6-N 42.10 ab
G-2 69.90 ab P.54 64.57 ab P - 50 56.74 ab Ta-N 35.04 b

Las medias con las misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales (Tukey P < 0.05)



94

Apéndice 8. Prueba de Tukey del porcentaje de mazorcas con "Germinacion prematura”
del genotipo 1 de maiz inoculado con 94 aislamientos de F. moniliforme en
el experimento de campo 1994

Trata- Media Trata- Medin Trota- Meodia Trata- Media
mianto miento misnto misnto

P - 38 41.14 C-671 20.94 »-87 15.92 P - 38 10.12 a
C - 476 37.07 C - 709 20.72 P-48 14.88 C-676 9.80 a
C - 620 35.08 Q- 10 20.52 »-29 14.70 r-8 9.71 -
P - 34 33.52 »-37 20.41 Q- 19 14.61 G- 26 9.50 a
P - 83 30.70 r-13 20.28 C - 765 14.31 c-276 9.18 =
P - 28 30.47 T6-N 20.07 P” - 36 14.09 TE6-N 8.90 &
P-12 29.81 a-28 20.07 P-3 13.90 G-12 8.37 a
P -a4 29.23 Q-8 20.086 G-2 13.43 ,-27 8.27 a
Cc - 691 28.37 T2-P# 19.85 C - 623 12.76 P-33 8.02 a
P-4 26.52 P -68 19.19 ”-31 12.49 Q-3 7.78 =
C - 675 26.38 P - 46 19.17 P -30 12.06 P.9 7.36 a
C - 825 25.78 C-474 18.72 Q-9 11.92 P-81 6.93 a
C - 497 25.70 T1-P 18.54 P -26 11.78 C - 666 652 =a
C - 824 25.12 P -24 18.28 P-682 11.45 G - 24 6.19 a
C - 708 24.93 P -47 18.28 P - 60 11.39 Q-16 5.62 a
P - 64 24.86 Q-7 17.92 C - 600 11.30 C-422 5.55 a
P-51 24.82 C - 721 17.83 TA4-N 11.20 C - 289 545 =
P-46 24.46 - 64 172.79 c-713 11.13 C-a423 4,90 a
Q-1 T24.16 G -6 17.70 G-11 11.10 C - 266 3.52 a
P-53 23.87 T3-P 17.60 C - 699 11.02 C - 644 3.23 =
C - 5§85 22.62 C -633 17.41 P-62 10.71 P - 65 2.25 a
P-A49 22.26 P -39 17.32 P-22 10.67 P-11 1.24 =a
P - 66 21.98 C-5601 17.05 C - 298 10.61 Q- 20 1.13 =&
c-177 21.79 P .23 16.02 C - 638 10.62 C - 634 0.50 a
G-8 21.17 C-674 15.97 a- 16 10.33 C-68618 0.45 =a

Las medias con las misma letra dentro de 1a columna son estadisticamente iguales (Tukey P < 0.05)
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Apéndice 9. Prueba de Tukey del porcentaje de pudricién de mazorca del genotipo 2 de

maiz inoculado con 94 aislamientos de F. moniiforme en el

experimento de campo 1994
Trata- Media Trata- Media Trata- Moedis Trata- Maedia
misnto miento misnto miento
P-62 101.19 a » -84 94.51 abc Q-18 90.19 abc c-713 85.60 abc
P-36 100.18 a C-674 94.49 abce P .26 89.89 abc P - 63 85.41 abc
P-67 99.31 a ® .50 94.44 abc P -39 89.75 abc C - 666 85.41 abc
P-36 99.11 a C - 298 94.31 abc C-276 89.59 abc C - 266 85.38 abc
P - 24 98.14 @ C - 523 94.10 sbc P-30 89.03 abc P-61 85.26 abc
P - 668 97.69 a P-83 93.98 sbc C-497 88.90 abc C - 600 84.82 abcd
P - 48 97.66 & a- 28 93.91 abc C - 501 88.72 ebc c - 721 84.76 abcd
P-49 297.41 a C -6875 93.88 abc C - 638 88.62 abc P -45 84.65 abcd
P-28 97.31 a c - 708 93.37 abc P-37 88.23 abc C - 269 84.54 abcd
P-12 96.70 sb C-474  93.22 abc T3-p 868.14 sbc P - 23 84.01 abcd
P-4a6 96.37 abc c - 709 83.02 abc P11 88.05 abc P-51 83.88 abcd
P-22 96.03 abc P-13 92.73 aboc Q- 24 87.91 abc Q-11 83.83 sbcd
P -85 895.97 s=bc P-8 92.36 abc Q-2 87.86 abc C - 556 83.73 abcd
c-a76 95.94 abc C-177 92.31 abec T2-¢ 87.80 sbc C - 644 83.18 abcd
P.38 95.80 abc aG-1 91.59 aboc P-33 87.57 abc C -618 83.14 sbcd
c-591 95.74 abc TI1-P 91.57 abc Q-8 B87.49 abcec G- 15 82.61 abcde
C-633 95.50 abc P -88 91.38 abc G-3 87.44 abc G -18 82.59 abcde
P-27 95.16 abe Qa - 26 91.37 abc P-62 87.34 abe Q-9 81.98 abcde
P-31 95.14 abc C - 8624 91.33 abe Q-10 87.29 abec C -423 79.55 abcde
P-4aq 95.10 abc P-54 91.268 abc C - 8625 86.71 abc C - 634 78.28 abcde
C-599 95.10 abc G- 12 91.18 abc P-29 86.66 abc c - 765 76.59 abcde
G-7 94.93 sabc Cc-576 90.59 abc Q-6 86.62 abc P-3 689.21 bcde
c-8%71 94.78 abc G- 19 90.29 abc P-a 86.57 abce TA4-N 68.65 cde
P-34 94.55 abc C - 520 90.23 abc G - 20 B86.46 abc TE-N 57.18 de
P-9 94.51 abc P-47 90.20 abc C-a422 86.04 abc TS5-N 54.70 -

tas medias con las misma letra dentro de la columna son estadfsticamente iguales (Tukey P < 0.05)



Apéndice 10.

Prueba de

Tukey del

nGmero de granos con

296

"Germinaciéon
prematura” del genotipo 2 de maiz inoculado con 94 aislamientos de
F. moniliforrmne en el experimento de campo 1994

Trate- Media Trate- Media Trata- Media Trate- Media
miento misnto miento miento
P - 64 72.23 & C - 624 16.50 b P-47 9.30 b G -28 5.35 b
C - 5699 30.58 ab P -48 16.49 b C - 422 9.22 b C-177 5.09 b
P.27 27.78 ab C - 620 16.31 b P-82 9.14 b T6-N 5.04 b
”-11 27.36 ab P-24 16.19 b Q-9 9.02 b P .65 4.95 b
P .33 27.26 ab C - 600 15.84 b P - 653 6.92 b P.3s 4.63 b
T1-# 26.52 b P -33 15.23 b a- 11 8.82 b Q-7 4.24 b
P - 46 24.70 b C - 7086 14.99 b Q- 16 8.67 b C . 765 4.03 b
Q-1 24.24 b C-676 14.74 b C- 574 8.54 b P-9 4.00 b
,-B8 23.91 b Q-12 14.42 b C - 833 B.54 b C - 497 3.71 b
P - 68 23.72 b a-19 13.91 b C - 618 7.78 b c-713 3.40 b
C-476 22.68 b P - 35 13.35 b P - 66 7.67 b C - 644 3.40 b
C - 691 22.52 b »-63 12.91 b aQ - 18 7.60 b TE6E-N 3.30 b
P .28 21.98 b c-671 12.30 b Ta4a-N 7.50 b P . 30 1.58 b
P .62 21.38 b e.22" 12.20 b P .23 7.28 b c-501 1.31 b
P-aa 21.38 b T3-pP 12.08 b P - 29 7.06 b C - 623 1.23 b
a -6 20.35 b P-13 12.06 b C - 298 7.03 b G-24 1.15 b
G -2 18.86 b P-36 11.21 b P-a 6.95 b Q-8 1.04 b
P.31 18.85 b P-61 10.89 b C - 634 6.91 b G-16 0.80 b
c-474 18.81 b C -423 10.49 b P .37 6.90 b Q- 20 0.46 b
P .49 18.55 b P - 286 10.42 b P-12 6.68 b P - 39 0.03 b
P.-3 18.50 b P -4a6 9.87 b C - 268 6.33 b C-276 -0.51* b
C - 625 17.93 b C - 638 9.63 b C - 666 5.80 b c.-721 -0.95 b
P-51 17.26 b »-87 9.54 b Q- 10 5.60 b G- 26 -1.03 b
C - 709 16.65 b P-64 9.48 b T2-P 5.44 b C - 269 -1.28 b
P - 650 16.52 b C - 5666 9.38 b C - 8675 5.43 b Q-3 -2.90 b
* = Los valores negativos son equivalentes a cero (QO)

Las medias con las misma letra dentro de la columna son estad(sticamente iguales {(Tukey P < 0.05)
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Prueba de Tukey del porcentaje de mazorcas con "Germinacion
prematura” del genotipo 2 de maiz inoculado con 94 aislamientos de
F. moniliforrme en el experimento de campo 1994

Apéndice 11.

Trate- Media Trata- Media Trata- Media Teata- Media
miento miento miento miento

P - 64 68.73 a C-423 33.12 ab » .29 24.21 ab C - 633 17.79 ab
P -46 58.11 ab P-37 32.46 sb G -2 23.91 ab G-9 17.64 ab
C-476 46.93 ab »-562 31.96 ab Q- 16 23.07 ab G- 18 17.15 ab
C - 624 44.28 ab C - 638 31.49 ab P-9 22.687 ab G - 16 15.61 ab
C-576 44.17 ab G - 20 31.18 ab C - 623 22.33 ab P .38 14.54 ab
C - 591 42.96 ab P.3 30.90 ab P - 54 22.10 ab P - 30 14,10 ab
P - 50 42.56 ab ® .33 30.74 ab P-13 21.97 ab C - 634 13.88 ab
P-27 42.50 ab c-671 30.57 ab G- 11 21.55 ab Ta4-N 13.80 ab
Cc -474 42.16 ab C-177 30.43 ab C - 298 21.44 ab C . 721 13.66 ab
Cc - 520 41.04 ab P - 66 30.34 ab P -49 20.66 ab P -53 13.52 ab
C - 708 39.24 ab G-12 28.83 ab P - 68 20.63 ab < - 600 13.32 ab
P - 26 38.94 ab P-12 28.73 ab T3-P 20.25 ab C.276 13.268 ab
C - 625 38.068 ab Q-7 28.72 ab aQ - 20 20.14 ab G- 10 13.13 ab
C -497 37.11 ab C - 566 28.43 ab C - 766 19.91 ab G- 19 12.66 ab
P -28 36.11 ab C -4a22 28-13 ab T2-P 19.83 b G - 26 12.18 ab
P -682 35.68 ab P-q 27.02 ab G - 24 19.72 ab P-23 11.33 ab
P - 34 34.68 ab T1-P 26.51 ab P.87 19.70 ab G -8 11.30 ab
P - 36 34.51 ab C - 599 26.34 ab P - 38 19.55 ab G - 28 10.78 ab
P-11 34.29 ab C - 675 26.20 ab P - 665 19.54 ab C - 601 10.14 ab
P -63 34.13 ab P - 24 26.09 ab P-61 19.39 ab C - 634 6.49 b
P -44 34.03 ab P -22 25.98 ab c-2713 18.93 ab C - 266 8.35 b
P -51 33.55 ab G-6 25.96 ab P .35 18.88 ab P -39 6.27 b
C - 709 33.48 ab P-a7 25.92 ab P-31 18.80 ab TS5-N 5.97 b
P -45 33.46 ab C -618 25.50 ab T6-N 18.33 ab G-3 5.83 b
P-4a8 33.29 ab G-1 24.95 ab C-574 18.06 ab C - 269 3.79 b

Las medias con las misma letra dentro de !la columna son estadisticamente iguales {Tukey P < 0.05)
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Apéndice 12. Prueba de Tukey del peso de mil granos (g) del genotipo 2 de maiz
inoculado con 94 aislamientos de F. monififorme en el experimento
de campo 1994
Trata- Maedia Trata- Media Trata- Media Teata- Maeadia
misnio miento miento miento
P-3 248.50 a T1-P 226.26 abcde »-8 207.10 abcds ”-38 194.90 abcde
G-8 247.40 ab C - 623 224.70 abcde C - 298 207.03 abcde C -674 193.62 abcde
C - 2686 243.29 abc G - 24 222.49 abcde P - 48 206.04 abcde P-46 193.48 esbcde
G-26 242.41 abc aG - 10 219.18 abcde » -39 205.46 abcds P -24 193.00 abcde
C - 76% 241.42 abed G- 16 219.06 abcde c-474 205.23 abcde C -8675 191.85 abcde
C - 634 240,56 abcd C - 638 218.68 abcde C - 501 205.11 abcde P - 28 190.83 abcde
C - 556 238.44 abcd G -3 218.07 shcde P - 688 204,25 abcde aQ-19 190.53 abcde
T6-N 237.72 abed C -422 217.66 abcde C - 633 203.89 abcde P -36 190.08 abcde
c-721 236.24 abcd G - 28 217.00 abcde P -53 203.85 abcde P - 60 188.61 abcde
T4-N 236.27 abcd Q-2 216.16 abcde P-652 203.53 abcde P - 386 188.15 abcde
G-9 234.33 abcde C - 620 215.17 ebcde P - 33 202.49 abcde P - 66 188.13 abcde
TS5 -N 234.01 abcde C -6824 213.38 atcde P-22 202.18 abcde P-34 187.90 abcde
C -423 233.27 abcds P -64 213.33 abcde G - 18 200.88 abcde P-29 187.05 abcde
Cc - 269 232.41 abcde C-618 213,31 abcde ”-9 200.58 abcde P-37 186.74 abcde
P-11 230.74 abcde P-4 213.12 asbcde P -45 200.46 abcde c-177 186.19 abcde
P - 26 230.45 abcde C-709 210.69 abcde - 16 198.91 abcde c-5671 186.05 abcde
G - 20 230.29 abcde Q-12 210.49 abcde P - 30 198.87 abcde C - 599 184.50 bcde
c- 713 229,46 abcde C - 625 210.27 abcde T2-P 198.44 abcde P - 68 184.13 bcde
C-497 229.28 abcde G -1 209.70 abcde P-a47 198.09 abcde P12 184.12 bcda
T3-P 228.50 abcdas c - 7086 209,57 abcde c -476 197.70 abcde P-13 184.03 cde
C - 600 228,17 abcde c-576 209.40 abcde P - 44 197.55 abcde P-27 182.18 cde
P-23 227.63 sbcde C-591 208.88 abcde P-67 197.22 abcde P-63 181.59 cde
Cc - 644 226.98 abcds P-61 208.55 abcds P-31 196.84 abcde P . a9 180.61 cde
G-6 226.90 abcde C - 5686 208.08 abcde P -82 196.05 abcde P-48 178.31 de
c - 275 226.76 abcde a-1 207.47 abcde Q-7 195.36 abcde P -54 172.64 e

Las medias con las

misma letra dentro de la

columna son estadisticamente iguales (Tukey P < 0.05)
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Apéndice 13. Prueba de Tukey del peso total de granos (g) del genotipo 2 de maiz

inoculado con 94 aislamientos de F. monilforme en el experimento
de campo 1994

Trate- Media Trata- Maedis Teata- Media Trata- Madia
miento misnto miento miento

P-23 578.03 a G-8 385.35 ab Q-12 331.27 abe C - 638 290.08B abc
T4-N 538.34 a P-52 384.53 ab P.13 330.67 abc * - 64 290.01 abc
C - 655 533.40 a »-3 380.84 ab Pr.4a7 330.368 abc C - 824 289.96 abc
c-423 532.74 = C - 600 378.74 ab P.a 328.51 abc C - 476 289.92 abe
P-53 493.22 ab aQ - 16 377.04 ab P .45 328.32 abc P - 68 289.71 abc
TS5 -N 491.01 ab c-721 373.56 sb P.24 327.74 abc C - 691 286.96 abc
G - 20 482.30 ab C - 298 362.75 ab QG- 28 327.54 abc C - 666 286.80 abe
G - 26 480.29 ab P - 33 381.59 abc P . 60 327.53 abc Cc-571 281.47 abc
C - 269 475.11 ab C - 276 381.50 abe P .29 328.70 abc P - 34 280.78 abc
C - 755 463.85 ab C - 620 358.05 ebc C - 699 321.43 abc C - 623 278.60 abc
C -618 459.90 ab Q- 19 365.52 abc P -36 318.73 aboc P - 27 278.19 abe
T1-P 422.24 ab P - 28 352.40 abc P.a6 313.50 abc P - 38 277.22 abce
T6-N 441.85 ab C - 709 350.65 abc c - 706 312.26 abc P .- 49 274.89 abc
P-11 433.39 ab C-474 342.71 abc P - 31 312.01 abc P - 28 271.77 abc
G-3 430.57 ab G- 11 342.71 abe Q-24 311.64 abc Q- 15 270.87 abc
P -51 430.19 ab Q-1 341.62 abc T3-P 303.97 abo P-82 269.62 abc
G-9 428.61 ab C . 497 340.01 abc P-48 302.93 abc P-9 267.70 abc
C - 266 418.21 ab P - 30 337.77 abe P-61 300.36 abc P -44 266.65 abc
G-10 418.14 ab T2.P 337.21 abc P-22 300.06 abc P - 54 262.01 abc
G-6 407.24 ab P-8 337.09 abec c-5674 298.97 abc P - 65 256.33 abc
c-713 404.99 ab P.37 335.70 abc C - 644 298.58 abc C - 676 251.74 abe
P -39 397.41 ab C -422 334.80 abe P - 63 297.21 abc C - 633 251.20 abc
P-67 392.34 eb C - 625 334.79 abc Q-7 294.70 abc P - 386 249.46 abc
C - 634 389.48 sb G - 18 332.74 abc C-576 293.668 abc P - 66 242.59 abc
G-2 388.27 ab C - 501 332.53 abc c-177 290.09 abc P-12 168.77 be

Las medias con las misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales (Tukey P < 0.05}
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Prueba de Tukey de 4 variables svaluadas en 18 genotipos de maiz
inoculados con aislamientos de F. moniliforme., en el experimento de

campo 1995

NGGP PMGQ) PTG (g) DFF

N° G* Media** N° G Media N° G Media N° G Media
3 3.2 a 13 216.1 a 13 358.1 a 7 53.3 a
6 3.0a 14 196.7 ab 14 295.3 ab 1 48.1 ab
12 2.6 a 1 189.4 ab 12 253.3 abc 16 46.9 ab
17 2.2 a 18 188.3 ab 18 238.5 abc 2 46.9 ab
13 2.2 a 8 176.2 ab 15 235.1 abc 6 46.8 ab
4 2.1 a 5 165.8 ab 3 231.3 abc 10 46.5 ab
18 2.0 a 12 165.7 ab 10 219.7 abc 17 45.9 ab
9 1.9 a 9 164.3 ab 16 215.6 abc 5 45.8 ab
5 1.9 a 17 159.5 ab 5 205.0 abc 8 45.7 ab
10 1.8 a 4 158.4 ab 9 198.8 abc 15 45.4 ab
16 1.8 a 3 157.0 ab 8 196.2 abc 18 45.3 ab
14 1.6 a 7 156.9 ab 11 168.7 abc 3 45.1 ab
15 1.0 a 11 153.1 ab 17 162.7 abc 9 44.8 ab
11 0.9 a 2 150.1 b 2 155.3 abc 4 44.7 ab
7 0.7 a 15 146.6 b 6 139.1 bc 12 43.1 ab
1 0.6 a 10 146.3 b 4 136.3 bc 11 42.5 ab
8 0.5 a 16 146.0 b 7 81.7 ¢ 14 36.9 b
2 0.2 a 6 145.6 b 1 74.6 c 13 33.9 b

- = El nimero corresponde al genotipo de maiz asignado en la Tabla 4

- = Las medias con las misma letra dentro de la columna son estadisticamente

iguales (Tukey P < 0.05)
Variables: NGGP = NuJumero de granos con germinacién prematura transformados

mediante Log (NGGP + 1), PMG

granos y DFF =
-0.6)

(lambda

Peso de mil granos, PTG =
Dias a floracién femenina transformada mediante Box Cox

Peso total de



Apéndice 15.

Valores de Rf y concentracién de zearalenona (ug/kg) en las muestras de los genotipos 1y 2 de maiz

del experimento de campo 1994

Rf en el genotipo 1 Rf en el genotipo 2 | Concentracion de ZEA en el Concentracién de ZEA en el
genotipo 1 genotipo 2
Tratamientos Repeticiones Repeticiones Repeticiones Repeticiones

| Il 1]} I Il 1} | I i | I M
1. TPt 074 1071 071 | O.n 0.75 795336 |[296.35 |832518 | 855472 |0 195.206
2. T2P 072 10N 0.71 | 074 | 0.80 J 1325.756 { 416.456 |0 807.04 1990.488 | 68.48
. T3P 073 1071 070 | 0.7 ] 0.72 | 0.87 J288.152 | O 27.92 | 352.87 | 906.52 | 567.886
4.  T4N** 0.73 0.70 | 0.73 | 0.79 | 0.77 J 588.41 0 1268.696 | 375.21 826.848 | 387.94
5. TH&N 0.73 1074} 0.70 0.77 | 649.48 1050.034 | 488.28 0 0 0
6. TGN 0.74 1075 070 | 0.76 0.77 | 436.962 | 524.394 [ 616.14 46823 |0 36.704
7. P3 0.73 1076 070 | 0.76 | 0.86 f 111829 |173.082 |0 16.258 | 142,778 ] 80.416
8. P34 072 | 0771 075 | 067 | 0.76 | 0.75 J 1604.502 | 261.144 | 762.466 | 12246 |0 420.412
9. P44 0.72 072 ] 075 0.87 ] 2039474 |0 189.646 | 64633 |0 152.23
10. P-64 072 1073] 072 | 078 | 0.75 | 077 J 1243.074 | 11.996 534.214 | 1030 94.418 389.378
11, C-269 071 0.72 0 499.22 595.016 |0 0 0
12, C591 074 1071 070 | 073 | 0.74 1387.692 { 382.774 | 252.548 | 0 82618 |0
13. (634 0n |on 0.66 887.374 | 327874 [0 506,734 | 0 0
Media de las muestras = 0.73
Rf del estandar de ZEA 0.74 0.75 0.74 0.7% 0.75 0.77 | Media: 0.75

#*

*

*

= Tratamientos testigo con herida en el elote T (1, 2y 3)-P.
= Tratamientos testigo sin herida en el elote T {4, 5 y 6)}-N.

= No se detectd.

Lot



Apéndice 16. Valores de Rf y concentracion de zearalenona (2EA) en muestras de maiz del experimento de campo 1995

Valores de Rf Concentracién de ZEA (ug/kg)
Factores Repeticiones Repeticiones
Genotipos | Aislamientos ! ] ] | I ]
de maiz | del hongo
i 2* Testigo 0.81 0.66 276.677 0 19.05
2. 2 C-591 0.81 0.68 0.67 386.489 0 0
32 P-12 0.81 0.68 117.64 0 0
4, 2 P-44 0.81 0.68 0.68 298.459 0 0
5. 2 P-64 0.81 71.085 0 0
6. 3 Testigo 0.81 0.67 0.68 221.788 121.757 0
7. 3 C-591 0.68 0 0 0
8 3 P12 0.82 - 0.60 0 0 0
9. 3 P-44 0.81 363.982 0 0
10. 3 P-64 0.82 0.70 0 0
.13 Testigo 0.66 068 |0 303.199 0
12. 13 C-591 0.70 0.66 0 98.252 0
13. 13 P-12 0.70 0.67 0 0 0
14. 13 P-44 0.68 0.67 97.27 0
15. 13 P-64 0.70 0.67 0.69 42.233 0 51,343
Media de las muestras = 0.72
Rt del estandar de ZEA 0.80 0.74 0.69 0.66 Media: 0.72
* = El nimero corresponde al genotipo de maiz asignado en la Tabla 4 - = No se detectd

<ot



Apéndice 17,

del experimento de campo 1994

Valores de Rf y concentracién de toxina T-2 (ug/kg) en las muestras de los genotipos 1y 2 de maiz

Valores de Rf enel | Valores de Rf en el Concentracién de T-2 en el Concentracion de T-2 en el
genotipo 1 genotipo 2 genotipo 1 genotipo 2
Tratamientos Repeticiones Repeticiones Repeticiones Repeticiones
| I 1l | il n | I i | I i}
1. Tip* 026 | 019 | 0.18 0 0 135.469 | 135.307 | 2399.222 0
2. T2P 0.18 | 0.19 | 0.19 0 182427 | 176.132 | 164.679 0 0
3. T3P 0 0 0 0 0 0
4. T4N** 0.18 | 0.19 0 150.074 104,585 0 0 0
5 T&N 0.19 0 0 145.266 0 0 0
6. T6&N 0.19 0 0 156.057 0 0 0
7. P3 0.21 | 019 0 108.187 315.246 0 0 0
8 P4 0.19 | 0.20 0.16 0 168.540 184.6 0 0 171.469
9. P44 0.20 0.16 0 128.486 0 0 0 393.485
10. P64 0.2 0.16 § 85735 0 0 0 0 340.59
1. C-269 0.22 020 | 020 0 175.402 0 81.77 0 0
12. ¢ 0 0 0 0 0 0
13 C634 024 {019 0 112.892 220.921 0 0 0
Media de las muestras = 0.19
Af del esténdar de T-2 0.15 0.18 0.24 0.20 0.19 0.19 0.16 0.19 0.16 Modia: 0.18

*

= Tratamientos testigo con herida en el elote T (1, 2y 3}-P

0 = Tratamientos testigo sin herida en el elote T (4,5 y 6)-N

= No se detectd

€0L



Apéndice 18. Valores de Rt y concentracion de toxina T-2 en muestras de maiz del experimento de campo 1995

Valores de Rt Concentracién de T-2 {yg/kg!
Factores Repeticiones Repeticiones
Genotipos de | Aislamientos de! | i i [ i i
maiz hongo
1. 2 Testigo 0.34 0 0 160.99
2.2 G590 0.39 0.32 186.933 0 0
32 P12 0.36 0.30 0.31 0 0 0
4 2 P-44 0.34 0.30 033 196.289 0 0
5 2 p-64 0.35 0.26 178,539 0 157.217
6 3 Testigo 0.36 0.32 0.28 257.203 0 0
.3 C-591 0.33 0.31 0 173481 158.002
8. 3 P12 0.43 0.33 0.32 193.498 170.521 0
9. 3 P-44 0.40 0.32 0.33 218.761 172.926 0
10. 3 P64 0.33 0.35 0 0 0
11, 13 Testigo 0.32 0.34 0 0 161.03
1. 83 C.591 0.32 0.33 0 170.166 0
13 13 P12 0.32 0.34 0 161.541 0
W 13 P-44 0.33 0.33 0 168.705 159.03
15, 13 p-64 0.33 0 170.184 0
Media de las muestras = 0.33
Rf del estandar de 7-2 0.32 0.29 0.31 0.29 0.29 Media: 0.30

*

= No se detectd

= El ndmero corresponde al genotipo de maiz asignado en la Tabla 4

oL
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Valores de Rf y concentracién de diacetoxiacirpenol (DAS) en las
muestras del genotipo 2 de maiz del experimento de campo 1994

Valores de Rf Concentracién de DAS (ug/kg)

Tratamientos Repseticiones Repeticiones

1 " L1 1 n m
1. T 11-P* - - 0.13 (o] (o) 608.948
2. T 2-P - - 0.14 (o] o 419.643
3. T 3-P 0.15 - 0.14 52.114 (o] 673.443
4. T 4-N=*= - - - o] (o] [¢]
5. T 5-N - - 0.14 (o) O 469.762
6. T 6-N - 0.12 0.13 e} 132.219 58.778
7. P-3 - 0.11 0.14 [¢] 5565.375 75.008
8. P-34 - 0.15 - o [e) [¢]
9. P-44 - 0.14 - (o] 109.346 [¢]
10. P-64 - - - (o] O [¢]
11. C-269 - 0.13 - (o] 153.208 (¢}
12. C-591 - 0.156 0.15 [ [o) 133.77
13. C-634 - 0.13 0.15 (o] 318.273 (¢]
Media de las muestras = 0.14
At del esténdar 0.13 0.14 0.16 | 0.14 | o0.14 0.16 0.13 0.14 | Media: 0.14
de DAS

.o

Nota:

No se detecté DAS en ninguna muestra del genotipo 1

= Tratamientos testigo con herida en el elote T {1, 2 y 3)-P
= Tratamientos testigo sin herida en el elote T (4, 5 y 6)-N



Apéndice 20. Valores de Rf y concentracin de diacetoxiscirpenol (DAS} en muestras de maiz del experimento de campo 1395

Valores de Rt Concentracitn de DAS (ug/kg)
Factores Repeticiones Repeticiones
Genotipos de | Aislamientos de! | 1} M | I ]
maiz hongo
1. 2 Testigo 0.24 0.27 0 453.148 32.251
2, 2 C-591 0.23 55.674 0 0
3 2 P-12 0.22 0.23 0.24 90.356 172193 83.971
4§ 2 P-44 0.22 0.24 0 213.305 0
5 2 P-64 0.22 0.22 84.905 0 244.909
6 3 Testigo 0.22 0.26 0.22 199.818 75.556 57.124
7. 3 C-691 0.23 0.26 0.23 185.247 83.844 129.628
8 3 P-12 0.23 0.25 172.199 210.941 0
8. 3 P-44 0.24 0.26 0.24 164.616 139.842 241.537
10. 3 P-64 0.26 0.26 0 161.597 51.856
1. 13 Testigo 0.26 0.33 116.964 0 146.16
122 13 C-591 0.25 0.26 63.048 138121 0
13 13 P12 0.24 0.27 0.33 175.756 143.253 387.492
14. 13 P-44 0.24 0.25 122.479 0 200.911
16. 13 P-64 0.23 107.098 0 0
Media de las muestras = 0.25
Rf del estandar de T-2 0.24 0.24 0.26 0.25 0.25 Media: 0.25
* = El nimero corresponde al genotipo de maiz asignado en la Tabla 4

= No se detectd
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