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Resumen

En afos recientes los cultivos de maiz de la zona del valle de Ubaté vienen siendo
afectados por una pudricién del tallo que produce el volcamiento de las plantas lo cual ha
incidido negativamente en los rendimientos y siembra de esta especie en la zona. Por esto,
el objetivo de este trabajo fue identificar el agente causal de la pudricién del tallo de maiz
en el valle de Ubaté, determinar los aspectos etiologicos mas importantes de la
enfermedad y evaluar el efecto del manejo del potencial de indculo sobre la enfermedad,
el crecimiento y rendimiento del cultivo. En este estudio las variedades regionales de maiz
Simijaca y Sogamoso fueron susceptibles a la pudricién del tallo. Los agentes causales de
esta pudricion correspondieron a Fusarium graminearum (Fusarium graminearum species
complex) (FGSC) y Fusarium subglutinans (Fusarium fujikuoi species complex) (FFSC). El
indculo de F. graminearum (FGSC) fue detectado en los residuos de cosecha de maiz en
pie, aire y semilla en tanto que, el indculo de F. subglutinans fue encontrado en semilla'y
detritos del cultivo presentes en el suelo. Se observo que la planta de maiz es colonizada
por F. graminearum y F. subglutinans desde la semilla y que la frecuencia de ambas
especies se incrementa segun el avance del ciclo del cultivo. La inoculacion individual de
F. graminearum 'y F. subglutinans generé plantas de mayor longitud, pero con reducido
diametro del tallo con respecto a la inoculacién conjunta de ambas especies. A nivel
histolégico, se observaron acumulaciones de lignina en el tallo de plantas de maiz crecidas
en suelo naturalmente infestado por Fusarium spp. En campo, mayor incidencia de
pudricién del tallo y posterior volcamiento se asocié con episodios de limitada
disponibilidad de agua y temperaturas inferiores a 10 °C hasta por seis horas. Los eventos
de volcamiento se manifestaron uno o dos meses después del episodio de estrés

dependiendo de la intensidad y estado de desarrollo del cultivo en el cual fue afectado.
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Los resultados indican que, mayores valores de altura de la planta y diametro del tallo se
obtuvieron en lotes con historial de rotacion, intermedios donde se retiraron los residuos
de cosecha y bajos donde se mantuvieron. Por su parte, la incidencia de la pudricién del
tallo y el diametro de la mazorca fue mayor donde se dejaron los residuos de cosecha,
intermedia donde se retiraron y baja en la rotacién. El historial del lote del cultivo y los
tratamientos térmicos a la semilla de forma individual no tuvieron efecto significativo sobre
el porcentaje de volcamiento. Sin embargo, el tratamiento a la semilla por calor seco a 50
°C en el lote de rotacidn presentd menores porcentajes de incidencia y posterior
volcamiento con una reduccion neta del 54%. Finalmente, en cuanto al rendimiento, la
rotacion de cultivos redujo el nUmero de mazorcas pese a que se obtuvieron mayores
valores de altura y diametro del tallo en este historial del lote del cultivo. Los lotes con
historial maiz-maiz con o sin residuos de cosecha obtuvieron el doble de la produccion
destacando la importancia de la asociacion del maiz variedad regional Simijaca con F.
graminearum (FGSC) y F. subglutinans (FFSC) en el valle de Ubaté. Los resultados
obtenidos permitieron la comprension integral del volcamiento de maiz en el valle de Ubaté
y son un aporte para el diseno de propuestas de manejo de la enfermedad las cuales
deben estar enmarcadas en analisis de riesgo para el sistema de produccion de maiz de

clima frio.

Palabras clave: Zea mays L., Fusarium graminearum, Fusarium graminearum species
complex (FGSC), Fusarium subglutinans, Fusarium fujikuroi species complex (FFSC),
pudricion del tallo de maiz, volcamiento, variabilidad climatica, fitness, rotacion de cultivos,

residuos de cosecha, tratamientos de semilla.
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Abstract

In recent years, maize crops in the Ubate valley have been affected by stalk rot that causes
plant lodging, which has had a negative impact on the yields and planting of this crop in the
area. Therefore, the objectives of this work were to identify the causal agent of maize stalk
rot in the Ubate valley, determine the most important etiological aspects of the disease,
and evaluate the effect of the inoculum potential management on disease development,
and crop growth and yield. In this study the regional maize varieties Simijaca and
Sogamoso were susceptible to stalk rot. The causal agents corresponded to Fusarium
graminearum (Fusarium graminearum species complex) (FGSC) and Fusarium
subglutinans (Fusarium fujikuroi species complex) (FFSC). The inoculum of F.
graminearum was detected in standing crop debris, in the air and seeds, whereas F.
subglutinans inoculum was found in seeds and crop debris present in the soil. It was
observed that corn plants were colonized by F. graminearum and F. subglutinans from the
seed and the frequency of both species increased as the crop cycle progressed. Individual
F. graminearum and F. subglutinans inoculation generated taller plants but with reduced
stem diameter compared to the joint inoculation of both species. At histological level, lignin
accumulations were observed in the stem of maize plants grown in naturally infested soil
by Fusarium spp. In the field, higher stalk rot incidence and subsequent lodging were
associated with episodes of limited water supplies and temperatures below 10°C for up to
six hours. Lodging events manifested one or two months after the stress episode
depending on the intensity and crop development status. The results indicated that higher
values of plant height and stem diameter were obtained in plots with a history of crop

rotation, whereas intermediate ones were observed under crop residues removal, and low
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values were obtained in places where debris was kept. On the other hand, stalk rot
incidence and cob diameter were higher in the places where crop residues were left,
whereas intermediate values of these variables were obtained where debris was removed
and in plots with low crop rotation. The history of the crop lot and seed treatments did not
have a significant effect on the lodging percentage individually. However, seed treatment
with dry heat at 50°C in the plot with crop rotation showed lower incidence and lodging
percentages with a net reduction of 54%. Finally, regarding yield, crop rotation reduced the
number of ears despite the fact that higher height and stem diameter values were obtained
in this history of the crop plot. Plots with maize-maize history with or without crop debris
obtained twice the production, highlighting the importance of the association of the Simijaca
regional variety with F. graminearum (FGSC) and F. subglutinans (FFSC) in the Ubate
valley. The obtained results allowed the compressive understating of maize lodging in the
Ubate valley and are a contribution to the design of disease management proposals which

should consider the risk analysis for maize production systems in cold weather.

Key words: Zea mays L., Fusarium graminearum, Fusarium graminearum species
complex (FGSC), Fusarium subglutinans, Fusarium fujikuroi species complex (FFSC),
maize stalk rot, lodging, climate variability, fitness, crop rotation, crop debris, seed

treatments
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Introduccion general

Para el afo 2050 se prevé que la demanda de cereales en el mundo aumente 800 millones
de toneladas mas que las producidas en el afio 2014, afo de cosecha récord global. Dentro
de los cereales, el maiz es un alimento base de la seguridad alimentaria del planeta, siendo
el segundo cultivo en importancia después del trigo (FAO, 2016) y provee gran cantidad
de energia y proteina para millones de personas especialmente en paises en desarrollo
(FAO, 2011). Colombia ocupa el octavo lugar de consumo per cépita de maiz a nivel
mundial con 92 gramos por persona al dia (Ranum et al. 2014), para suplir esta demanda
el pais produce cerca de dos millones de toneladas principalmente de forma tradicional
(57,3% del area destinada a su cultivo) e importa cuatro millones y medio de toneladas.
Cundinamarca es uno de los principales productores de maiz de clima frio aportando el
4,3% de la produccién a nivel nacional (AGRONET, 2017) y en patrticular el valle de Ubaté
y los municipios en su area de influencia tienen al maiz en mayor o menor medida como
base de su economia local, cuyo producto es principalmente destinado al consumo en

fresco.

El maiz puede crecer en un amplio rango de latitudes y altitudes que reflejan una alta
diversidad de rasgos fisiologicos y morfoldégicos que impactan diversos aspectos de
calidad, apariencia y ciclos del cultivo, lo que ha permitido durante el proceso de
domesticacion una seleccion de cultivares regionales o variedades adaptadas para los

requerimientos y caracteristicas locales, las cuales los agricultores han mantenido y



mejorado (OGTR, 2008). La variedad regional Simijaca es una variedad de maiz de clima
frio, de libre polinizacion, la cual fue cultivada por las comunidades indigenas chibchas que
habitaron la region de Ubaté, quienes la seleccionaron por su calidad de mazorca y grano
de tamafno grande, blando y de sabor agradable para el consumo en fresco, choclo y
tostado, teniendo gran aceptacion comercial, en especial por la poblacion de las ciudades

altoandinas (Ligarreto-Moreno, 2017).

Tradicionalmente en esta zona los tizones foliares ocasionados por Setosphaeria turcicay
la roya causada por Puccinia sorghi han sido las enfermedades de mayor importancia
(Gémez-Caro et al. 2017), sin embargo, en anos recientes una pudricion del tallo que causa
el volcamiento de las plantas ha venido cobrando importancia sin que se reporten trabajos
del diagnéstico preciso de la enfermedad. En Colombia, la pudricién acuosa del tallo
causada por Dickeya zeae es la Unica enfermedad de importancia econémica en tallo que
se ha reconocido y es especialmente importante en climas calidos y humedos (Varén y

Sarria, 2007).

La pudricion del tallo se espera que ocurra naturalmente después de la cosecha, y es
importante en el ciclaje de nutrientes y materia organica, pero si esto ocurre antes de la
madurez fisiol6gica de la planta entonces conduce a perdidas en rendimiento debido al
volcamiento y pobre desarrollo de la mazorca (Dodd, 1980). La pudricion del tallo es una
enfermedad compleja y la causa es dificil de determinar ya que muchos tipos de hongos,
bacterias y oomycetes tanto patégenos primarios como invasores secundarios, pueden ser
aislados a partir del tejido necrético (Wicklow et al. 2005). Excluyendo las pudriciones del
tallo causadas por D. zeae 'y Pythium spp. probablemente todos los hibridos y variedades
de maiz moderno estan predispuestas a la pudricién fungica del tallo y aunque la

sintomatologia y patrones de la enfermedad son los mismos y todos los hongos asociados



son ubicuos, algunos aparentemente son favorecidos por ciertas temperaturas y

regimenes de humedad ambiental y de suelo (Dodd, 1980).

Varias especies de Fusarium han sido asociadas con enfermedades en maiz en todos los
estados de desarrollo, causando pudriciones de semillas, raices, tallo y mazorca. Estas
especies pueden ser aisladas de una sola planta enferma, y muchas son saprofitos
comunmente encontrados en la mayoria de los suelos agricolas, lo cual hace su
diagnostico particularmente dificil (Broders, 2007). Dos especies de Fusarium causan
principalmente las pudriciones del tallo de maiz en el mundo. Fusarium graminearum
(Fusarium graminearum species complex) (FGSC) y Fusarium verticillioides (Fusarium
fujikuroi species complex) (FFSC). El primero es mas comun en regiones frias y es uno de
los agentes causales de pudricion del tallo mas perjudicial, en tanto que el segundo, es
mas comun en climas calidos y secos el cual es particularmente dafino si ataca antes de

la floraciéon (CIMMYT, 2004).

Desde el punto de vista del patégeno, Fusarium spp. produce una amplia variedad de
esporas que son transportadas a través de la atmosfera, ejemplos de ello son F.
graminearum (FGSC), F. verticillioides (FFSC) y F. proliferatum (FFSC), los cuales pueden
ingresar a la planta a través de tricomas, xilema de la hoja y los tejidos del tallo (Lawrence
et al. 1981; Maldonado-Ramirez et al. 2005; Nguyen et al. 2016; Nguyen et al. 2015). Las
plantas de maiz pueden ser infectadas mediante la diseminacion del inéculo a través del
aire, gotas de lluvia, insectos y semilla, esta Ultima infectada por medio de los pistilos
(Duncan y Howard, 2010; Munkvold et al. 1997; Ooka y Kommedahl, 1977; Windels et al.

1976).



Con respecto al hospedero, la pudricion del tallo no ocurre a menos que este sea
adversamente afectado y tanto como las células del tejido colonizado permanezcan
vigorosas, la mayoria de los genotipos tienen componentes genéticos para la resistencia
(Dodd, 1980) y un ejemplo de ello es el metabolismo de 2-Benzoxazolinone, un compuesto
de bajo peso molecular naturalmente producido por maiz el cual tiene propiedades
antimicrobiales a las cuales F. verticillioides, F. subglutinans y F. graminearum son
tolerantes (Glenn et al. 2002). Los genotipos de maiz varian en la susceptibilidad a la
pudricion del tallo, pero todos probablemente estén predispuestos a la enfermedad, donde

la senescencia celular precede a la pudricion del tallo (Dodd, 1980).

El fitobioma va mas alld de la planta para considerar las interacciones bioticas y
condiciones ambientales, el cual esencialmente define la totalidad de componentes
bidticos y abidticos del nicho vegetal realizado, que se traduce en una plasticidad de
respuestas patologicas que puede abarcar desde el endofitismo positivo a enfermedad
dependiendo del contexto (Hawkes y Connor, 2017). El concepto que unifica la interaccion
hospedero, patégeno y ambiente denominado balance fotosintético entre el estrés y la
translocacion puede ayudar a explicar la distribucion de la pudricion del tallo de maiz en
campo y los mecanismos de resistencia a parasitos débiles facultativos donde los patrones
de la enfermedad son los mismos, aunque ambientes especificos aparentemente
favorecen un hongo sobre los otros. Este concepto aplica para Fusarium spp., Diplodia
spp., Colletotrichum graminicolay Macrophomina phaseolinay excluye las pudriciones del

tallo causadas por D. zeae y Pythium spp. (Dodd, 1980).

El balance fotosintético entre el estrés y la translocacion considera que condiciones
ambientales especificas pueden favorecer un hongo sobre los otros y si un vertedero esta

establecido, un nivel suficiente de estrés puede predisponer la planta de maiz a la pudricién



del tallo (Dodd, 1980). Cuando el tejido pierde su sistema de defensa debido a la
senescencia celular, cuando la planta se compromete en llenar el grano y hay deficiencia
de carbohidratos a causa de la insuficiencia en la fotosintesis y la competencia con la
translocacion al grano, las raices y tallo son degradados por varios microorganismos

(Whitney y Mortimore, 1957).

En las zonas de produccién templadas, la siembra al inicio de la primavera es un ambiente
desfavorable para las semillas de maiz ya que se exponen a la hidratacién con agua fria
causando dano fisico directo, las membranas de las células reducen la fluidez a bajas
temperaturas y bajo estas condiciones el proceso de hidratacién puede resultar en la
ruptura de la membrana y la fuga del contenido celular, lo cual genera una fuente de
alimento para patégenos. Ademas, las bajas temperaturas reducen el metabolismo de las
semillas y plantas, disminuyen su vigor e incrementan la sensibilidad a herbicidas y
enfermedades. Temperaturas iguales o inferiores a 10 °C son las mas perjudiciales para
el establecimiento del maiz y el grado de dafo sera mayor en suelos pesados o de drenaje

pobre (Saab y Steve, 2006).

Las préacticas culturales disefiadas para reducir epidemias dentro de cultivos tienen su
fundamento en la epidemiologia de enfermedades vegetales. La estrategia general es
alterar las condiciones bajo las cuales los cultivos estan creciendo, de tal forma que se
evite la infeccion por el patégeno. Las tacticas empleadas en esta estrategia incluyen
practicas de mecanizacion, fertilizacion, rotacion de cultivos, densidad de plantas, fecha
de siembra e irrigacion (Munkvold, 2003). En climas tropicales, la rotacién de cultivos y el
Inter cultivo han sido formas comunes de produccién y en algunos paises se ha hecho

continuamente por siglos. Desafortunadamente, hay poca informacién publicada sobre la



influencia de sistemas de cultivos sobre la incidencia de enfermedades de plantas (Sumner

et al. 2003).

Es conocido que los patdégenos que pueden sobrevivir en detritos pueden proveer una
fuente de inéculo para causar epidemias severas y es por esto que un esfuerzo especial
es hecho en muchos paises para no cultivar, por ejemplo, cruciferas frecuentemente en un
mismo lote debido a la pudricion negra (Will, 1968), Mildeo velloso y virus del mosaico
(Williams, 1979). En Nigeria se recomienda que las batatas no se siembren en el mismo
sitio mas alla de cuatro anos en sistemas de cultivo multiple debido a los nematodos que

desfiguran la piel y reducen el rendimiento (Andrews y Kassam, 1976).

El interés en la labranza cero o labranza de conservacién y cultivos multiples se ha
incrementado debido a la escasez y costo elevado de combustibles fosiles, falta de
alimento a nivel mundial y preocupacion por la erosion del suelo (Sumner et al. 2003).
Aunque en algunos casos, las practicas de labranza minima pueden reducir la severidad
de enfermedades por la conservacion de la humedad del suelo previniendo el estrés por
sequia (Dodd, 1980), en otras ocasiones la severidad se puede incrementar (Broders et al.
2007). Estas preocupaciones son de tal magnitud en muchos paises que los sistemas de
produccion de cultivos han tenido que ser alterados para asegurar las necesidades de un
mundo en constante cambio (Sumner et al. 2003). Por lo anterior, se hace necesario
desarrollar, evaluar e implementar practicas de manejo sostenibles para la produccién de
cultivos de maiz acordes a las condiciones y oferta climatica de las zonas productoras de

clima frio como es el caso del valle de Ubaté.

En razén a que, en las zonas de produccion de clima frio, como el caso de Cundinamarca,

existen reportes de la pudricion del tallo asociados con F, graminearum (FGSC), Fusarium



verticillioides (FFSC), Pythium spp. y Stenocarpella maydis (Buritica, 1999), esta
investigacion busco identificar el agente etiolégico asociado a la pudricién del tallo de maiz
en el valle de Ubaté, de forma que oriente los lineamientos del manejo de la enfermedad
con base en la biologia del patégeno. En este sentido, el primer capitulo de esta disertacién
describe los sintomas y signos de la pudricién del tallo de maiz, hace la identificacién de
los agentes causales de la pudricion del tallo y confirma su patogenicidad en la variedad
de maiz regional Simijaca. En el segundo capitulo se hace una descripcién de los aspectos
mas importantes de la biologia de los agentes causales de esta enfermedad en la zona de
estudio, su efecto sobre el crecimiento y desarrollo del maiz y la relacion de las condiciones
de clima y paisaje preponderantes con el desarrollo de la enfermedad durante un evento
de nifio tropical presentado en los afios 2016 y 2017. El tercer capitulo evalua el efecto de
la disminucion del potencial de indculo asociado a residuos de cosecha y semilla sobre la
pudricion del tallo, crecimiento y rendimiento del maiz bajo condiciones de campo.
Finalmente, el cuarto capitulo retoma y discute de manera integral los resultados mas
importantes en cuanto a aspectos etiolégicos de la pudricién del tallo de maiz en la
variedad regional Simijaca, una variedad adaptada a las condiciones del tropico frio

colombiano, en el valle de Ubaté.



Objetivos

Objetivo general

Identificar el agente causal de la pudricién del tallo del maiz (Zea mays L.) en el valle de
Ubaté, los aspectos etiolégicos mas importantes de la enfermedad y el efecto del manejo
del potencial de indculo sobre parametros de la enfermedad, crecimiento y rendimiento del

cultivo.

Objetivos especificos

Describir la sintomatologia asociada a la pudricion del tallo en diferentes etapas

fenoldgicas del cultivo de maiz.

e Establecer los posibles agentes causales asociados a la pudricién del tallo del maiz
en la zona de estudio.

e Describir los aspectos mas importantes de la biologia de los agentes causales del
volcamiento de maiz y su efecto sobre el crecimiento y desarrollo de la planta.

¢ Relacionar las condiciones de climay paisaje preponderantes en la zona de estudio
con el desarrollo de la pudricion del tallo de maiz.

e Evaluar el efecto de la disminucién de potencial de indculo en semilla y residuos de

cosecha sobre la pudricion del tallo, volcamiento, crecimiento y rendimiento de maiz

en el valle de Ubaté.






1.Capitulo I: Identificacion del agente causal
de la pudricion del tallo del maiz (Zea mays
L.) en el valle de Ubaté

1.1 Resumen

En este estudio las variedades regionales de maiz Simijaca y Sogamoso fueron
susceptibles a la pudricion del tallo y la enfermedad fue detectada en el valle de Ubaté
como la combinacion de sintomas externos de clorosis del cogollo, antocianocencia de las
hojas y enanismo de la planta. En cortes longitudinales del tallo se observé necrosis de
cuello y nudos. Finalmente, el volcamiento como la manifestacion final de la desintegracion
y pudricion basal del tallo ocurri6 en cualquier etapa fenoldgica del cultivo. Estas
sintomatologias coincidieron con las reportadas en el mundo para las pudriciones del tallo
de maiz causadas por Fusarium graminearum (Fusarium graminearum species complex)
(FGSC) y Fusarium verticillioides (Fusarium fujikuroi species complex) (FFSC). La
frecuencia de aislamiento de Fusarium spp. fue del 60% para todos los estados de
desarrollo del cultivo de maiz y del 46%, 64%, 82% y 92% en estados de desarrollo de
tres, seis, nueve hojas verdaderas y espigamiento respectivamente (V3, V6, V9 y VT),
sugiriéndose una colonizacion aérea de las plantas de maiz por parte de Fusarium spp.
debido al incremento del porcentaje de aislamiento a partir del tejido del tallo en el tiempo.
Las especies de Fusarium asociadas a la pudricion del tallo correspondieron a F.
graminearum (FGSC) y F. subglutinans (FFSC) segun la identificacién morfol6gica y
molecular, las cuales tienen como nicho ecolégico las zonas de produccion de clima frio
observandose la presencia de peritecios superficiales de F. graminearum sobre los nudos
de los residuos de cosecha de maiz y la ausencia de los peritecios de F. subglutinans

(FFSC). Las pruebas de patogenicidad confirmaron a F. graminearum y F. subglutinans
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como los agentes causales de la pudricién del tallo del maiz variedad regional Simijaca en
el valle de Ubaté causando sintomas necréticos y coloraciones purpuras en cuello, nudos

y entrenudos de las plantas 90 dias después de siembra.

1.2 Introduccion

Las pudriciones del tallo de maiz causan perdida del potencial de rendimiento, debido a
que los granos de las plantas afectadas son de bajo peso y las mazorcas se pierden
durante la cosecha debido al volcamiento de las mismas. La distribucién en tiempo y
espacio de la pudricién del tallo de maiz es dificil de explicar o predecir ya que una variedad
puede tener tallos de calidad aceptable y ser volcada en el mismo campo el préximo afo.
El rendimiento en campos adyacentes puede diferir con cerca de todas las plantas
volcadas en un area, pero con individuos en pie en otras, aun cuando sean plantas
genéticamente idénticas (Dodd, 1980). La pudricidén del tallo es una enfermedad compleja
y la causa es dificil de determinar ya que muchos tipos de hongos, bacterias y oomycetes
tanto patégenos primarios como invasores secundarios, pueden ser aislados a partir del

tejido necrotico de plantas afectadas (Wicklow et al. 2005).

Excluyendo las pudriciones del tallo causadas por Dickeya zeae y Pythium spp.,
probablemente todos los hibridos y variedades de maiz moderno estan predispuestas a la
pudricion fungica del tallo y aunque la sintomatologia y patrones de la enfermedad son los
mismos y todos los hongos asociados son ubicuos, algunos aparentemente son
favorecidos por ciertas temperaturas y regimenes de humedad ambiental y de suelo (Dodd,
1980). En la tabla 1-1, se agrupan los agentes causales de la pudricién del tallo de maiz
de mayor importancia en el mundo de acuerdo con las condiciones de temperatura y

humedad con la cual han sido reportados causando epidemias severas.
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Tabla 1-1. Agentes causales asociados a pudricion del tallo de maiz en el mundo agrupados por
las condiciones de temperatura y humedad ambiental donde se reportan como mas problematicos.
FGSC: Fusarium graminearum species complex. FFSC: Fusarium fujikuroi species complex.

Temperatura
Ambiente
Baja <20 °C Alta = 30 °C
Fusarium graminearum (FGSC) 15 Macrophomina phaseolina’
S . )
eco Fusarium subglutinans (FFSC )°*  Fusarium verticillioides (FFSC)'5
Dickeya zeae'
Pythium spp.?
Pythium spp. '
Rhizoctonia solani 4
Stenocarpella macrospora’
Humedo Stenocarpella maydis' P P

F. graminearum (FGSC)'5 Glomerella graminicola’

F. subglutinans (FFSC Botryodiplodia theobromae'

Acremonium zeae 2

'CIMMYT, (2004); 2Wicklow et al. (1988); 3Zhang et al. (1998) y “Sumner y Bell, (1981). SMunkvold et al.
(2018).

Varias especies de Fusarium han sido asociadas con enfermedades en maiz en todos los
estados de desarrollo, causando pudriciones de semillas, raices, tallo y mazorca. Estas
especies pueden ser aisladas de una sola planta enferma, y muchas son saprofitos
comunmente encontrados en la mayoria de los suelos agricolas (Broders, 2007). Dos
especies de Fusarium causan principalmente las pudriciones del tallo en el maiz, F.
graminearum (FGSC) y F. verticillioides (FFSC). El primero es mas comun en regiones
frias y es uno de los agentes causales de pudricidén del tallo méas perjudicial en tanto que
el segundo es mas comun en climas célidos, secos y es particularmente dafino si ataca
antes de la floracion. Los sintomas producidos por estos patégenos semejan aquellos
causados por Stenocarpella spp. o Acremonium spp. es decir, necrosis interna de la
médula de los entrenudos inferiores del tallo, los cuales se debilitan y quiebran facilmente

cuando hay vientos o lluvias fuertes. En este caso, algunas plantas permanecen erectas
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cuando se secan y en las etapas finales de la infeccidn, la médula es destruida y los tejidos
adyacentes pierden su color y no se les puede distinguir hasta que son visibles las
estructuras del patdgeno que las produce, que en el caso de las pudriciones del tallo
causadas por F. graminearum corresponden a peritecios superficiales sobre los nudos del

tallo (CIMMYT, 2004).

F. graminearum es un patégeno de importancia econémica de cultivos de cereales que
puede causar pérdidas importantes en rendimiento y calidad (Broders, 2007). Este hongo
puede también infectar otras especies vegetales sin causar sintomas de la enfermedad
(Goswami y Kistler, 2004). F. graminearum es conocido por ser productor de micotoxinas,
principalmente deoxinivalenol (DON) y zearalenone que son perjudiciales para la salud

humana y animal (De Biazio, 2008).

El nombre de F. graminearum fue usado para describir Io que se conoce como un grupo
polifilético de distintas especies fungicas. Antes de 1999 el hongo heterotalico se conocia
como F. graminearum grupo 1 para distinguirlo del hongo homotalico F. graminearum
grupo 2. Actualmente estos hongos son especies bioldgicas y filogenéticas separadas,
cada una con un estado sexual independiente. El grupo 1 es ahora conocido como F.
pseudograminearum en tanto que el grupo 2 conservo el nombre de F. graminearum

(Goswami y Kistler, 2004).

F. graminearum (FGSC) se ha tratado de dividir como un complejo de especies
monofiléticas separadas filogenéticamente, algunas presentes en continentes o regiones
geogréficas particulares siendo F. graminearum sensu stricto la especie mas comun
alrededor del mundo (Goswami y Kistler, 2004). Varias taxas han sido identificadas dentro
de lo que se ha llamado Fusarium graminearum species complex (FGSC) y se ha discutido

si todas estas taxas deberian ser definidas como especies o si reflejan poblaciones o
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linajes dentro de un concepto mas amplio de Fusarium graminearum sensu lato
(Summerell, 2019). Los taxas identificadas son: F. graminearum sensu stricto, F. asiaticum,
F. ussurianum, F. vorossi, F. gerlachii. F. boothii, F. meridionale, F. mesoamericanum, F.
austroamericanum, F. brasilicum, F. cortaderiae, F. aethiopicum y F. acaciae-mearnsii (Yli-
Mattila et al. 2009). No hay duda de que estas poblaciones/linajes son filogenéticamente
distintas y algunas de ellas reflejan algunas diferencias biol6gicas, en la produccion de
toxinas y biogeografia, pero también hay indicios del potencial que tienen estos taxones

de cruzarse y ser productos de hibridacion (Summerell, 2019).

Se reconoce que las técnicas de filogenética molecular podrian sobreestimar el nUmero de
especies por la interpretacién de la estructura genética como delimitacion de especie
(Sukamaran y Knowles, 2017) y consecuentemente cuando se trabaja con este grupo y
otros complejos de especies se debe tener esta perspectiva presente, y podria ser que el
uso de una nomenclatura de taxén sub especifica sea mas apropiada para reflejar el
estatus evolutivo de algunas poblaciones o grupos de poblaciones dentro de los complejos
de especies (Summerell, 2019). La delimitacion de linajes/especies y su asociacién con
nichos ecoldgicos especificos, condiciones de temperatura y humedad, esquemas de
rotacién de cultivos, bioregiones y continentes, junto con el desplazamiento de ciertos
linajes por otros mas exitosos y agresivos ha sido documentado en diversos paises en

Asia, Europa, Oceania, Norte América y Suramérica (Van der Lee et al. 2015).

Por su parte, Fusarium verticillioides (FFSC) tiene un amplio rango de hospederos
incluyendo maiz. Los tejidos vegetativos y reproductivos son colonizados y hasta un 90%
de lotes de semilla pueden ser infectados. La respuesta del maiz a la infeccion depende
de la cepa fungica, ya que algunos aislamientos han sido asociados con sintomas severos,
incluyendo el tizon de plantulas y pudricion de granos, raices y tallo, mientras que otras

cepas causan una colonizacién asintomatica. La evidencia ha soportado la hipétesis de
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que las cepas que causan infecciones asintomaticas son endéfitos. La mayoria de las
cepas de F. verticillioides sin embargo producen micotoxinas, principalmente fumonisinas

B1, B2 y/o B3 con efectos nocivos sobre humanos y animales (Yates et al. 1997).

Las infecciones asintomaticas del maiz con F. verticillioides hacen dificil la evaluacién de
esta asociacion puesto que, aunque algunos aislamientos se reportan que benefician el
crecimiento de maiz otros pueden ser altamente patogénicos y la respuesta puede estar
supeditada a un contexto ecoldgico. Dicha contradiccion podria representar estudios
separados de una especie o de mezclas de especies actualmente contenidas y

reconocidas dentro del antiguo complejo fujikuroi (Bacon et al. 2008).

Las diez especies bioldgicas o poblaciones de apareamiento (Matting type) actualmente
reconocidas dentro del complejo fujikuroi (FFSC) son: F. verticillioides, F. sacchari, F.
fujikuroi, F. proliferatum, F. subglutinans, F. thapsinum, F. nygamai, F. circinatumy F.
konzum. Recientemente, se ha reportado que F. subglutinans representa dos especies
cripticas distinguibles por AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), F.
subglutinans sensu stricto y una nueva especie denominada F. temperatum (Czembor et
al. 2015). En maiz, se reportan las especies F. verticillioides, F. subglutinans, F.
proliferatum, F. nygamai, F. thapsinum (Leslie y Summerell, 2006) y F. temperatum

(Czembor et al. 2015).

Los frecuentes cambios en la taxonomia y nomenclatura en el género Fusarium han
complicado los esfuerzos para documentar la ocurrencia de especies y de acuerdo a los
conceptos taxonémicos actuales, al menos 22 especies de Fusarium pueden ser
encontrados en maiz, siendo las mas importantes F. graminearum, F. verticillioides, F.

subglutinans, F. temperatumy F. proliferatum (Munkvold et al. 2018).
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La taxonomia de Fusarium fujikuroi species complex (FFSC) y Fusarium graminearum
species complex (FGSC) esta basada en conceptos morfolégicos, biol6gicos y
filogenéticos (Summerell, 2019). Las revisiones de FFSC en los dltimos 30 afios han
reportado 45 especies filogenéticas, diez especies bioldgicas y 34 morfoespecies. Esto
complica la identificacién de nuevos aislamientos basados solo en caracteres morfolégicos
y como consecuencia, esto ha generado la clasificacion errénea y desestimacion de la

diversidad de Fusarium (Leyva-Madrigal et al. 2015).

Actualmente la taxonomia de especies dentro de FFSC y FGSC estd basada
principalmente en analisis de secuencia de DNA y O Donnell et al. (2000) establecieron
que la calmadulina, el factor de elongaciéon 1-a (EF1) y B- tubulina son capaces de resolver
la mayoria de especies en estos complejos, mientras que la regién génica ITS, 28S rDNA
y mtSSU no (Leyva-Madrigal et al. 2015). Actualmente el factor de elongacién 1-a (EF1)
es el marcador molecular mas usado en estudios filogenéticos y taxonémicos dentro del
género Fusarium (Stakheev et al. 2018). El gen gaoA ha sido también usado como regién
objetivo en las reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction) para la deteccién
especifica de F. graminearum (De Biazio et al. 2008). Tres linajes ort6logos de este gen se
han identificado en Fusariumy el linaje gaoB ha sido empleado para la identificacién de F.
verticillioides y F. subglutinans (Faria et al. 2012). Estos y otros genes involucrados en la
sintesis de micotoxinas han sido propuestos como marcadores moleculares, no obstante,
debido a la alta variabilidad en los exones de estos genes respecto al factor de elongacion
1-a (EF1) hacen a este ultimo mas exitoso en la identificacion de Fusarium sp. El uso de
marcadores basados en genes involucrados en la sintesis de micotoxinas deberia estar
restringido a la identificacion especifica y caracterizacion de quimio-tipos dentro de las

poblaciones de Fusarium productores de micotoxinas (Stakheev et al. 2018).
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En este sentido, este capitulo describe las sintomatologias externas, internas, y signos
asociados a la pudricion del tallo en plantas adultas de maiz de las variedades regionales
Simijaca y Sogamoso bajo condiciones de campo en el valle de Ubaté y se identifican
morfolégica y molecularmente los posibles agentes causales de la pudricion del tallo y

finalmente se determina su patogenicidad en plantas de maiz variedad regional Simijaca.
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1.3 Metodologia

1.3.1 Sintomas y signos asociados a la pudricion del tallo en dos
variedades regionales

Semillas de las variedades Simijaca y Sogamoso, materiales regionales de maiz de clima
frio de libre polinizacion, se sembraron en un lote con historial de pudricién del tallo ubicado
en el municipio de Simijaca, (Finca Antonio Forero 5°N 29" 507", -73°W 49" 57"") en el valle
de Ubaté en Cundinamarca durante el segundo semestre de 2016. Mensualmente se
inspeccionaron al azar 32 plantas de cada material, desde la siembra hasta el
espigamiento. Las fechas de inspeccion coincidieron con los estados fenoldgicos de tres,
seis y nueve hojas verdaderas (V3, V6, V9 respectivamente) y espigamiento (VT) segln la
escala propuesta por Ritchie et al. (1996). Durante estas evaluaciones se tomaron plantas
con sintomas externos de enanismo, clorosis y antocianocencia para su inspeccion
detallada en laboratorio, donde se conservaron a 4 °C hasta su procesamiento. Las plantas
se lavaron bajo agua corriente de la llave por 30 min para retirar el suelo de la raiz y partes
bajas del tallo. Los tallos de las plantas fueron cortados longitudinalmente y se hizo un
registro fotogréfico planta a planta, realizando la descripcion detallada de la sintomatologia

asociada y posible presencia de signos del patégeno.

1.3.2 Obtencion de aislamientos a partir de plantas adultas de maiz

A partir de la poblacién de plantas de cada material regional inspeccionada para describir
la sintomatologia mes a mes, desde la siembra hasta el espigamiento, se tomaron 60
explantes de raiz, cuello y tallo. Estos se desinfectaron en etanol al 70%, hipoclorito de
sodio al 2% y se lavaron tres veces en agua destilada estéril (ADE) (Ortiz et al. 2011). Los

tiempos de desinfeccidn de acuerdo con la edad del material vegetal se ajustaron como se
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muestra en el Anexo A. Después del proceso de desinfeccién, los explantes se secaron
sobre toallas de papel absorbente estériles en camara de flujo laminar y se sembraron en
cajas de Petri con medio Potato Dextrose Agar (PDA) (Oxoid®) acidulado al 0,1% (v/v) con
acido lactico al 85%. Las cajas se incubaron en oscuridad a 25 °C por diez dias, registrando
la frecuencia de colonias fungicas obtenidas por variedad y origen del explante. Las
colonias mas representativas de cada caja se purificaron en medio PDA acidulado y se les
asigno un cddigo con la informacién correspondiente al origen del explante, variedad y

estado fenoldgico en la que fue aislada.

En el caso de bacterias, por variedad se tomaron 60 explantes de raiz, cuello y tallo. Los
explantes siguieron el mismo proceso de desinfeccion y secado que en el caso de los
aislamientos dirigidos a hongos. En tubos eppendorf de 1,5 mL con 1,0 mL de ADE los
explantes se maceraron y se tomaron 100 pL del lisado los cuales se re-suspendieron en
900 pL de ADE. A partir de esta dilucion se sembraron 10 pL de la suspension en Nutrient
Agar (NA) (Oxoid®) por triplicado. Las cajas se incubaron en oscuridad a 28 °C por espacio
de una semana, se registraron los diferentes morfotipos de colonias bacterianas aisladas,
por variedad y origen del explante. Las colonias mas representativas de cada caja se
purificaron en medio NA, conservando la informacién correspondiente al origen del

explante, variedad y estado fenoldgico de la planta en la que fueron aisladas.

A partir de cada uno de los cultivos puros de hongos y bacterias se realiz6 una suspensién
de la colonia en crioviales de 2,0 mL con 1,5 mL de glicerol al 15% previamente esterilizado
en autoclave. Los crioviales se pusieron sobre placas de hielo por espacio de 30 minutos
y se invirtieron periédicamente para homogenizar la suspension antes de su conservaciéon
a -70 °C (Leslie y Summerell, 2006). Para trabajos posteriores, los cultivos se reactivaron

descongelando los crioviales a temperatura ambiente por espacio de 30 minutos luego de



19

lo cual se tomaron 10 pL de la suspension y se sembraron sobre medio PDA o NA e

incubadas en oscuridad a 25 o0 28 °C segun fuera el caso.

1.3.3 Identificacion morfoldgica de aislamientos de Fusarium spp.
obtenidos de plantas adultas de maiz

Los cultivos puros de hongos en medio PDA se identificaron morfolégicamente a nivel de
género siguiendo la clave taxonémica de Barnett y Hunter (1999). Las colonias
pertenecientes al género Fusarium se agruparon segun la apariencia de la colonia y la
pigmentacion. Se obtuvieron 17 colonias diferentes que representaban toda la gama de
morfotipos aislados a lo largo del ciclo fenolégico del cultivo en las dos variedades
regionales evaluadas. A partir de estas colonias se obtuvieron cultivos monospéricos en
medio Water Agar (WA) (Oxoid®) al 30% (p/v) enmendado con 12 mL/L de cloranfenicol y
20 mL/L de sulfato de estreptomicina (Leslie y Summerell, 2006) los cuales fueron luego

transferidos a cajas de Petri con medio PDA acidulado con &cido lactico.

Los cultivos monospoéricos mas representativos de cada colonia tipo Fusarium fueron
seleccionados y se siguié el proceso de identificacion morfoldégica segun Leslie y
Summerell, (2006). Para ello discos de 1,0 cm de diametro de cada cultivo monospaérico
se sembraron en medio Carnation Leaf Agar (CLA), Spezieller Ndhrtoffarmer Agar (SNA),
WA y PDA. Todos los medios fueron enmendados con 12 mL/L de cloranfenicol y 20 mL/L
estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron en incubacion a 25 °C con fotoperiodo de

12:12 horas luz: oscuridad por 15 dias.

En el medio CLA se evalu6 el color de los esporodoquios, a partir de los cuales se
determiné la forma general de las macroconidias y células apicales, el tamafio, nimero de

septos y curvatura de parte ventral y dorsal de las mismas. En el micelio aéreo se
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determind si estaban o no presentes las microconidias y se registr6 el tipo de
conidiogénesis. Adicionalmente se determiné la presencia o ausencia de clamidosporas y
la formacién de peritecios. En el medio SNA se corroboré la formacion o no de
microconidias, tipo de conidiogénesis, forma general, tamafo y nimero de septos. En el
medio WA se confirmé la presencia o ausencia de clamidosporas. En el medio PDA se
evalud la pigmentacién y la apariencia de la colonia. En todos los medios evaluados se
midi6 el crecimiento radial de las colonias a los 1, 2, 3, 5y 7 dias después de siembra.
Adicionalmente se calculé el &rea bajo la curva del crecimiento micelial (AUMGC) con base

a la curva de crecimiento radial, adaptando la férmula propuesta por Madden et al. (2007).

Ni-1

> (7)o

i=1

Donde i es el punto de observacion, Y es el diametro de la colonia y t el tiempo después
de siembra. El disefio experimental correspondi6 a un disefio completamente al azar (DCA)
con 18 repeticiones considerando como unidad experimental cada cultivo monospérico. El
crecimiento radial en el tiempo y area bajo la curva del crecimiento micelial calculado a
partir de la curva de crecimiento fue sujeta a comparacién de medias por medio de Tukey
con un nivel de significancia del 0,05 con el programa IBM SPSS Statistics. En el caso de
bacterias, los bacilos Gram negativos aislados se pusieron a crecer en medio Hugh y
Leiffson, Yeast Dextrose Carbonate Agar (YDCA) y King-B a 28 °C. Adicionalmente,
aquellas colonias con metabolismo fermentativo se pusieron a crecer sobre medio NA a 40

°C con el fin de discriminar colonias pertenecientes al género Dickeya de aquellas
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pertenecientes al género Erwinia o de otros géneros de bacterias entéricas (Duran-Peralta,

2011).

1.3.4 Identificacion molecular de aislamientos de Fusarium spp.
obtenidos de plantas adultas de maiz

Los aislamientos (26B) y (45D) de Fusarium spp. fueron enviadas al Centro Nacional de
Secuenciacion Genomica, de la Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia) (Anexo B).
Las colonias de siete dias de edad fueron crecidas en medio Potato Dextrose Agar (PDA)
(Ox0id®) enmendado con 12 mL/L de cloranfenicol y 20 mL/L de sulfato de estreptomicina.
Muestras de 100 mg de micelio fresco por colonia de Fusarium fueron lisados
mecanicamente con esferas de tungsteno de 3 mm de diametro en Tyssue Lyzer (30 Hz/
5 min). La extraccion de ADN se realizé usando el kit Plant/Fungi DNA Isolation (Norgen

Biotek Corporation®) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

La identificacién a nivel de genero se hizo por medio de la regidn intergénica ribosomal
Internal Transcriber Spacer (ITS), la cual se amplificé mediante PCR (Polymerase Chain
Reaction) convencional, los oligonucledtidos utilizados fueron los universales ITS
propuestos por White et al. 1990, ITS1: 5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’ e ITS4: &
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3'. El producto de PCR se sometié a una reaccion de
secuenciamiento capilar en ambas cadenas y se obtuvo la secuencia consenso. Para el
analisis filogenético se uso6 el algoritmo CLASSIFIER del paguete MEGA versién 7.0
(MacOS) y la base de datos del Ribosomal Database Project. El arbol filogenético se
construyé por medio de la metodologia Neighbor-joining con 1000 réplicas de “bootstrap’
usando el modelo de K2+G (Kimura 2 parameters + distribucion gamma) descrito por

Kimura (1980).



22

La identificacién de especies se hizo por medio del factor de elongacién 1-a (EF1), el cual
se amplific6 por medio de PCR convencional utilizando los oligonucleétidos EF50Fw: 5°
CGACTCTGGCAAGTCGACCAC 3 y EF590R 5 CTCGGCTTTGAGCTTGTCAAG 3, las
condiciones de la PCR siguieron la metodologia de Stakheev et al. (2018). El producto de
PCR se sometié a una reaccién de secuenciamiento capilar por ambas cadenas y se
obtuvo la secuencia consenso. El andlisis filogenético se realizé con el algoritmo
CLASSIFIER del paquete MEGA version 7.0 (MacOS), para ello se hizo una busqueda de
las secuencias homologas de la regién EF1 en las bases de datos internacionales para el
género Fusariumy ademas se consideraron las secuencias reportadas por Stakheev et al.
(2018). El arbol filogenético se construy6é por medio de la metodologia Neighbor-joining
con 1000 réplicas de “bootstrap” usando el modelo de T92+G (Tamura 3 pardmetros +
distribucion gamma) descrito por Tamura (1992). Para ambos arboles filogenéticos se
calcul6 una matriz de distancias para confirmar la clasificacion taxonémica de las

secuencias obtenidas.

1.3.5 Prueba de patogenicidad de F. graminearum y F.
subglutinans en plantas de maiz variedad regional Simijaca.

Material fungico y obtencion del inéculo. Para esta evaluacion se usaron los
aislamientos monospéricos 26B de F. graminearum (FGSC) y 45D de F. subglutinans
(FFSC) obtenidos a partir de plantas de maiz afectadas por pudricion del tallo en la region
del Valle de Ubaté. F. graminearum fue propagado siguiendo la metodologia de Chaff-
Grain (Leslie y Summerell, 2006). En este caso, semillas de maiz variedad regional
Simijaca fueron sumergidas en agua corriente por 12 h a 4 °C para permitir la lixiviacién
de compuestos fendlicos y se filtraron con ayuda de una gasa estéril. Los granos fueron

repartidos en erlenmeyers sellados, que se esterilizaron a 120 °C y 15 PSI por 20 minutos
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por dos dias consecutivos. Estos se inocularon con 3 mL de una suspensién de 1,0 x 10°
conidias/mL obtenidas a partir de esporodoquios de F. graminearum crecidos en medio
CLA. Los erlenmeyer fueron agitados de forma manual durante los primeros tres dias y se
incubaron a 25 °C en oscuridad por 15 dias. Transcurrido este tiempo, 100 mL de ADE
fueron agregados a cada erlenmeyer y se agitaron vigorosamente para separar las
conidias de los granos de maiz. El producto se filtr6 con ayuda de una capa de gasa estéril
y se centrifugd en tubos Falcon® de 50 mL a 2500 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se
descarto y el pellet se re-suspendié en 10 mL de ADE y se ajustd una suspension de 200
mL a una concentracién de 1,0 x 10° conidias/mL. F. subglutinans fue propagado en 200
mL de medio Czapeck liquido inoculado con 3 mL de una suspension ajustada a 1,0 x 108
conidias/mL obtenidas a partir de esporodoquios crecidos en medio CLA. El medio se
mantuvo en agitacion a 150 rpm por espacio de 15 dias a temperatura ambiente (+20 °C)
(Leslie y Summerell, 2006). La cosecha de conidias se realizo filtrando el medio con gasa
estéril y posterior centrifugacion a 2500 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se descarté
y el pellet se re-suspendié en 10 mL de ADE y finalmente se ajustd una suspension de 200

mL a una concentracion de 1,0 x 10° conidias/mL.

Material vegetal e inoculaciéon. Un dia previo al montaje de la prueba, semillas de la
variedad regional Simijaca se sumergieron e hidrataron en agua corriente por espacio de
cuatro horas. La semilla fue tratada por calor en agua a 52 °C por cinco minutos y enfriada
con ADE siguiendo la metodologia de Daniels (1983). Los tratamientos evaluados
correspondieron a la inoculacién con F. subglutinans (1,0 x 10° conidias/mL), inoculacion
con F. graminearum (1,0 x 10° conidias/mL) y la inoculacién con la combinacién de ambos
aislamientos (1,0 x 10° conidias/mL por cada especie de Fusarium). Como control absoluto
se tomaron semillas hidratadas sin ningun tratamiento. Por tratamiento, 200 semillas de

maiz regional Simijaca fueron inoculadas con 100 mL de una suspension de conidias de
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la especie de Fusarium segun el tratamiento y agitadas vigorosamente (Wilke et al. 2007).
En el caso de la inoculacion combinada de las dos especies, se usaron 50 mL de la
suspension de conidias de cada especie (Reid et al. 1999). Las semillas de los controles

absoluto y térmico fueron tratados solo con 100 mL de ADE.

Siembra y mantenimiento del experimento. Posterior a la inoculacion, las semillas
fueron llevadas a invernadero (T=+25°, HR=75%) y dispuestas sobre bandejas plasticas
con una capa de cinco centimetros de suelo, proveniente de zonas no agricolas de la
sabana de Bogota, humedecido a capacidad de campo (Warham et al. 2008). El suelo fue
analizado para descartar la presencia de Fusarium, para ello se realizaron diluciones
estandar en base 10 partiendo de 100 g de suelo (Leslie y Summerell, 2006) y posterior
siembra en placa de las diluciones 104, 10° y 10® en los medios PDA con cinco
repeticiones por factor de dilucion. Las bandejas fueron regadas diariamente hasta
capacidad de campo y una vez las semillas germinaron se seleccionaron 40 plantulas por
tratamiento, que fueron transferidas individualmente a bolsas con 1,5 Kg de suelo del
mismo origen. Las plantas se fertilizaron cuando presentaron tres y seis hojas verdaderas
con un fertilizante comercial 10-30-10-3 (N-P-K-Mg/S) y fueron regadas cuando el suelo
estuviera seco o las plantas mostraran sintomas de deshidratacion. Las plantas se dejaron
crecer por espacio de tres meses y se hizo una evaluacién de punto final de la incidencia
de la pudricién del tallo por medio de cortes transversales del tallo. Posteriormente, a partir
de plantas de cada uno de los tratamientos se determiné la frecuencia de aislamiento de
Fusarium spp. en medio PDA enmendado con 2-benxozaxolinone (BOA) a razén de 0,33

g/L, el cual es selectivo a especies fitopatdogenas de Fusarium en maiz (Glenn et al. 2001).
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1.4 Resultados

1.4.1 Sintomas y sighos asociados a la pudricion del tallo en dos
variedades regionales

En campo, la sintomatologia externa de la alteracion para las variedades Simijaca y
Sogamoso 90 dias después de siembra (DDS) fue el conjunto de clorosis apical y
antocianocencia en las hojas, junto al enanismo de la planta (Figura 1-1 a, b y ¢). Las
observaciones realizadas permitieron confirmar que el volcamiento es la manifestacion
final de la pudricién y desintegracion de los nudos y entrenudos basales del tallo de maiz,

lo cual puede ocurrir en cualquier etapa fenolégica del cultivo.

Figura 1-1. Sintomatologia externa en plantas de maiz variedad regional Simijaca tres meses
después de siembra, en Simijaca (Cundinamarca, Colombia) durante el segundo semestre de 2016.
A) clorosis apical de las hojas. B) antocianocencia en hojas. C) enanismo de la planta. (Fotografias:
Alefsi David Sanchez Reinoso).

En cortes longitudinales del tallo de plantas sanas, la médula del tallo se observo6 de color
crema o con ligeras coloraciones marrén en el cuello y nudos de la planta (Figura 1-2a).
Cuando se presento la enfermedad, se observo necrosis intensa del cuello y nudos (Figura
1-2b). Desde los nudos, la necrosis avanz6 hacia los entrenudos (Figura 1-2c¢) causando
la desintegracion y pudricion basal del tallo (Figura 1-2d). En algunas ocasiones la médula

presenté coloraciones purpuras (Figura 1-2c y d).
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Figura 1-2. Sintomatologia interna del tallo en corte longitudinal de plantas de maiz variedad
regional Simijaca, durante el segundo semestre de 2016 en Simijaca (Cundinamarca, Colombia). A)
planta sana tres meses después de siembra (V9). B) necrosis en cuello y nudos tres meses después
de siembra (V9). C) avance de la lesién desde los nudos hacia los entrenudos cuatro meses
después de siembra (VT). D) pudricién y desintegracion de la base del tallo cinco meses después
de siembra (R1).

En este estudio, se observo que la infeccidn inicialmente contenida en el cuello de la planta,
posteriormente se disemina a todos los estratos de la planta por medio de los nudos
colonizados por el patégeno en estados iniciales de desarrollo, provocando asi una

infeccion sistémica (Figura 1-3).

Meristemo
apical

Nudo

Figura 1-3. Corte longitudinal de una planta de maiz variedad regional Simijaca dos meses después
de siembra (V6) la cual presentaba sintomas de pudricién del tallo en un lote ubicado en Simijaca
(Cundinamarca, Colombia) durante el primer semestre de 2017 donde se aprecia: A) diseminacion
de la enfermedad por medio de los nudos en plantas de maiz y B) acercamiento de la zona
meristematica.



27

Sobre residuos de cosecha de maiz variedad regional Simijaca y Sogamoso se observaron
peritecios superficiales de F. graminearum (FGSC) principalmente sobre los nudos del tallo
de la planta (Figura 1-4a y b); estas estructuras de color pardo oscuro sobre el tejido son
de color rojizo cuando se observan al microscopio con tincion de azul de lactofenol (Figura
1-4c). Dentro de estas estructuras, se observaron ascas con ocho ascosporas usualmente

triseptadas, de aproximadamente 38 um de longitud (Figura 1-4d y e).

Figura 1-4. Peritecios de Fusarium graminearum (FGSC) sobre los residuos de cosecha de maiz
variedad regional Simijaca durante el segundo semestre de 2016 en lotes en Simijaca
(Cundinamarca, Colombia). A y B) peritecios asociados al nudo. C) observacion de peritecios en
corte a mano alzada. D) peritecio liberando asca con ascosporas en formacion. E) detalle de un
asca con ascosporas maduras dentro.

1.4.2 Obtencion de aislamientos a partir de plantas adultas de maiz

A partir del material vegetal procesado se obtuvieron y conservaron un total de 273
aislamientos fungicos. Las colonias méas frecuentemente aisladas durante todo el ciclo
fenoldgico del cultivo de maiz correspondieron a hongos del género Fusarium con una
frecuencia de 60%. Rhizoctonia solani se aisl6 en baja frecuencia y se encontré como
organismo secundario asociado a chancros exteriores del tallo en la base de la planta. En
el caso de oomycetes, a partir del material procesado se registrd Unicamente la presencia

de Pythium spp. asociado a raiz también en baja frecuencia. En todo el ciclo fenologico del
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cultivo de maiz se aislaron bacterias entéricas, sin embargo, ninguno de los morfotipos
aislados correspondi6 al género Dickeya, por lo cual se pudo descartar la presencia de D.

zeae asociada al material procesado.

La frecuencia de aislamiento de colonias tipicas de Fusarium spp. en los materiales
regionales de maiz Simijaca y Sogamoso evaluados fue alta desde estados de desarrollo
de tres hojas verdaderas (V3) aumentando con el desarrollo de las plantas a seis, nueve
hojas verdaderas y espigamiento (V6, V9 y VT). Aunque la frecuencia de aislamiento no
fue diferente entre variedades (P=0,091) ni entre los diferentes érganos de la planta
procesados (P=0,112) (Anexo C), se puede observar una tendencia a una mayor
frecuencia de aislamiento de colonias tipo Fusarium spp. a partir de la variedad regional

Sogamoso con respecto a la variedad Simijaca (Figura 1-5a).
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Figura 1-5. Porcentaje de aislamiento de colonias tipo Fusarium spp. A) por variedad de maiz y B)
origen de explante en estados de desarrollo de tres, seis, nueve hojas verdaderas (V3, V6, V9) y
espigamiento (VT) a los 30, 60, 90 y 120 dias después de siembra respectivamente.

Fusarium spp. se aislé con mayor frecuencia a partir de la raiz y cuello de la planta en
estados de desarrollo (V3) con respecto a la frecuencia de aislamiento obtenida a partir del

tallo. En estados de desarrollo V6, V9 y VT, Fusarium spp. pudo ser aislado a partir de
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explantes de raiz, cuello y tallo en frecuencias similares (Figura 1-5b). En promedio el
porcentaje de aislamiento de colonias tipo Fusarium fue del 46%, 64%, 82% y 92% en

estados de desarrollo V3, V6, V9 y VT respectivamente.

1.4.3 Identificacion morfoldgica de aislamientos de Fusarium spp.
obtenidos de plantas adultas de maiz

Las especies de Fusarium spp. aisladas a partir de plantas de maiz variedad regional
Simijaca y Sogamoso fueron identificadas morfolégicamente como F. graminearum
(FGSC), F. subglutinans (FFSC) y F. oxysporum. Se obtuvieron en total 60 cultivos
monospdricos, de los cuales 18 correspondieron a F. oxysporum, 18 a F. graminearum'y
23 a F. subglutinans. La apariencia de una colonia tipo de cada una de las especies

aisladas en medio PDA, CLA, SNA y WA se muestra en la Figura 1-6.
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Figura 1-6. Apariencia de aislamientos tipo de tres especies de Fusarium aislados a partir de maiz
en cuatro medios de cultivo siete dias después de siembra. De arriba hacia abajo: F. graminearum
(FGSC) (26B), F. subglutinans (FFSC) (45D) y F. oxysporum (61A). De izquierda a derecha, PDA:
Potato Dextrose Agar, CLA: Carnation Leaf Agar, SNA: Spezieller Nahrtoffarmer Agar y WA: Water
Agar.
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F. graminearum en medio PDA presentd colonias inicialmente blancas, las cuales cambian
a tonalidades ocres y finalmente rojizas con apariencia plumosa (Figura 1-7a). En medio
CLA se observo la presencia de esporodoquios color marrdén (Figura 1-7b) y 30 dias
después de la siembra se formaron peritecios (Figura 1-7c). Las macroconidias fueron
ligeramente hinchadas en la parte media, con un tamano de 40-50 um x 4,5-5,5 um, con
cinco o seis septos, moderadamente curvadas, con la parte ventral recta y la parte dorsal
arqueada. La célula basal en forma de pie y la célula apical recta y con pico estrecho
(Figura 1-7d). En medio CLA y AW se formaron clamidosporas principalmente en las

macroconidias y estas fueron de lenta formacién.
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Figura 1-7. Caracteristicas morfologicas de Fusarium graminearum (FGSC) aislamiento 26B. A)
derecha: apariencia de la colonia e izquierda: pigmentacion del reverso de la caja Petri en medio
PDA quince dias después de siembra. B) esporodoquios de color marron en medio CLA. C)
peritecios in situ en medio CLA. D) macroconidias en medio CLA con cinco a seis septos. PDA:
Potato Dextrose Agar, CLA: Carnation Leaf Agar.

F. subglutinans en medio PDA presentd colonias inicialmente blancas, que cambian a
coloraciones naranja y purpura. La apariencia del micelio fue afelpada (Figura 1-8a). En
medio CLA se formaron esporodoquios color naranja (Figura 1-8b). Las macroconidias
formadas fueron las tipicas del complejo fujikuroi (FFSC), con un tamafo de 50-60 um x 3-
4 um, con tres a cuatro septos, rectas con la célula apical curvada y la célula basal
pobremente desarrollada. Las microconidias fueron ovales, usualmente sin septos, aunque
microconidias con uno o dos septos pudieron estar presentes y fueron formadas a partir

de monofialides cortas (Figura 1-8c), formando falsas cabezas (Figura 1-8). En medio CLA,



31

WA y SNA no se formaron clamidosporas. Las curvas de crecimiento radial en los cuatro
medios de cultivo evaluados se muestran en la Figura 1-9. Estas curvas corresponden al

crecimiento promedio de los cultivos monospdéricos obtenidos de cada especie.
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Figura 1-8. Caracteristicas morfolégicas de Fusarium subglutinans (FFSC) aislamiento 45D. A)
derecha: apariencia de la colonia e izquierda: pigmentacion del reverso de la caja Petri en medio
PDA quince dias después de siembra. B) esporodoquios de color naranja en medio CLA. C)
macroconidias tipicas del complejo fujikuroi y microconidias ovales y usualmente sin septos. D)
microconidias in situ en medio CLA formando falsas cabezas. PDA: Potato Dextrose Agar, CLA:
Carnation Leaf Agar.
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Figura 1-9. Curva de crecimiento radial de F. graminearum (FGSC), F. subglutinans (FFSC) y F.
oxysporum, obtenido a partir de maiz variedad regional Simijaca en medio: A) Potato Dextrose Agar
(PDA). B) Carnation Leaf Agar (CLA). C) Spezieller Nahrtoffarmer Agar (SNF) y D) Water Agar (WA).
Las curvas representan el promedio de al menos 18 monospdéricos de cada especie. Las colonias
fueron incubadas a 25 °C con fotoperiodo de 12:12 horas luz: oscuridad por 10 dias. Letras
diferentes indican diferencias estadisticas (Tukey p<0,05).
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El area bajo la curva del crecimiento micelial (AUMGC) para cada especie y medio de

cultivo se muestra en la Figura 1-10 (Ver Anexo D).
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Figura 1-10. Area Bajo la Curva de Crecimiento Micelial (AUMGC) de F. graminearum (FGSC), F.
subglutinans (FFSC) y F. oxysporum, aislados a partir de plantas de maiz variedad regional Simijaca
en medio: A) Potato Dextrose Agar (PDA). B) Carnation Leaf Agar (CLA). C) Spezieller
Néhrtoffarmer Agar (SNA) y D) Water Agar (WA). Letras diferentes indican diferencias estadisticas
(Tukey p<0,05).

En medio PDA, para un periodo de siete dias F. subglutinans'y F. oxysporum obtuvieron
una tasa de crecimiento inferior a un centimetro por dia a 25 °C con 12 horas de luzy 12
horas de oscuridad en tanto que F. graminearum obtuvo una tasa de crecimiento superior
a un centimetro por dia bajo las mismas condiciones (P<0,001) (Figura 1-9 y 1-10). Las
areas bajo la curva del crecimiento micelial (AUMGC) (Figura 1-9) muestran que en medio

SNA (P<0,001) las tres especies de Fusarium identificadas morfolégicamente en este
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estudio presentan area de colonia distintas mientras que en los medios CLA (P<0,001) y
WA (P<0,001) diferencias en esta variable se encontraron entre F. graminearumy F.

subglutinans, pero no entre F. graminearumy F. oxysporum.

1.4.4 Identificacion molecular de aislamientos de Fusarium spp.
obtenidos de plantas adultas de maiz

La region intergénica ribosomal (ITS) amplificé un fragmento aproximado de 560 pares de
bases (bp). La secuencia consenso de la region intergénica ribosomal ITS obtenida para

cada aislamiento se muestra en la tabla 1-2 (Ver Anexo B).

Tabla 1-2. Secuencias consenso de la regién intergénica ribosomal (ITS) de los aislamientos
fungicos 26B y 45D.

Aislamiento Secuencia consenso de la region intergénica ribosomal (ITS)

TTCGGTAGGGGTGACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTG
AACATACCTTATGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAAAGGGACGGCCCGCC
GCAGGAACCCTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTATAAAAAACAAATAAATCAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATA
26B AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC
CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTG
TTGGGAGCTGCAGTCCTGCTGCACTCCCCAAATACATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCAT
AGCGTAGTAATTTACACATCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAAC
TTCTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATC

TGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTG
CCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCCAAACT
CTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA
45D GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGAGTC
AAATCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTAAAA
CCCTCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACC
TCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATTCAA

El arbol filogenético (Neighbor-joining) de la regién intergénica ribosomal (ITS) se muestra
en la Figura 1-11. En este se observa que ambos aislamientos corresponden al género
Fusarium (100%), el aislamiento 26B se agrupa al con un grupo polifilético cercano a F.

graminearum (FGSC), F. asiaticum (FGSC) y F. culmorum (99%), por su parte al
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aislamiento 45D es ubicado dentro de un grupo monofilético cercano dentro del complejo

fujikuroi (FFSC) (89%).

Fusarium oxysporum . sp. ciceris Foc169 JN400675.1
Fusarium oxysporum f. sp. cubense BMAEB7Foc MN396267.1
Fusarium oxysporum OrSaAg1 LT970803.1

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici FO38 KF314420.1
Fusarium oxysporum f. cubense ATCC 96285

Fusarium oxysporum f. sp. ciceris Foc129 JN400695.1
Fusarium oxysporum f, sp. cucumerinum ATCC 16416

Fusarium oxysporum . sp. cyclaminis strain ATCC 16061

_[ Fusarium verticillicides MITS1883 GQ376117.2
contig 4502 1

o Fusarium lateritium 237 LN864517.1
Fusarium subglutinans AAFC-Fcir-012 KC464632.1
T[E Fusarium anthophilum 1171 LN864521.1
1 Fusarium verticillioides LAPEMI 09.2015 KR020684.1

1
1
Fusarium oxysporum . cubense A04 MF521511.1
Fusarium chlamydosporum MITS1819 AJ853773.1
TE Fusarium incarnatum KU204760

Fusarium equiseti MITS1825 KC254029.1

100

Fusarium oxysporum f. sp. cubense Jubair3 MN121161.1

34
P Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici FO59 KF914460.1
s Fusarium redolens strain FF-00411 KF499036.
Fusarium proliferatum TuPo5 LT970805.1
62 é Fusarium proliferatum TuPo1LT970804.1
2 Fusarium proliferatum KC254037

|: Fusarium cf. solani 2 KC-2013 FSSC-C4641Tb KC009590.1
9 Fusarium cf. solani 2 KC-2013 FSSC-52135Tb KC009588.1

—E Fusarium falciforme FSSC-D436S JX982561.1

1 Fusarium solani ATCC62877 KF030979.1
Fusarium falciforme FSSC-A1444S JX982560.1

98

2
3
3
5
85 Fusarium sporotrichioides MITS1882 KC254054.1
W’—E Fusarium graminearum KM373924
5 © contig 2682 1
Fusarium culmorum DSM 1094 EF187910.1
32 Fusarium asiaticum JX03Aa KP873153.1
4

57
4
9
2
2

T _[ Fusarium solani 791 LN864520.1
5 Fusarium keratoplasticum MITS1833 KP132216.1
23 _[ Fusarium cf. solani 3 KC-2013 FSSC-R770 KC008610.1
84

Fusarium cf, solani 3 KC-2013 FSSC-R730 KC009608.1
Fusarium acuminatum TuBo5 LT970802.1

97 _[ Fusarium avenaceum JA-0925 KP170730.1
33 Fusarium acuminatum KJ001758

— Fusarium dimerum MITS1824 GQ376113.1

86— Fusarium delphinoides MITS1821 EF568055.

Aspergillus oryzae KF879926.1

Figura 1-11. Arbol filogenético (Neighbor-joining) de la region intergénica ribosomal (ITS) construido
con la base de datos Ribosomal Database Project de los aislamientos fungicos 26B y 45D.
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Por su parte el factor de elongacion 1-a (EF1) amplificé un fragmento aproximado de 500
pares de bases (bp). La secuencia consenso obtenida para cada aislamiento se muestra

en la tabla 1-3.

Tabla 1-3. Secuencias consenso del factor de elongacién 1-a (EF1) de los aislamientos 26B y 45D
de Fusarium spp.

Aislamiento Secuencia consenso del factor de elongacion 1-a (EF1)

GAGCCCCCCACCCAGAAAAAATTTACGACAAAAGCCGCAAAAATTTTTGACCTTCGAAGC
GGGGTAAACAGGCGCGTATTCGAGTCGTTCGTGTGAGGCGATTTGAATGATGTTTTGAAA
CGGAAAAGGGCGCGCGATCGAGGAAAATGAGATCCAACCCTTTCTCGAACTTCTCGATGG
TTCGCTTGTCGATACCACCGCACTGGTAGATCCAAGTGACCCGGTCTATCCAAGGTATGT
CAGTACATTGGAAATTTGAAAACTACCCCCGAACCAAAATAATAGGCGGGTTGGATGCAG
TGTACTGCGCAGTGGCCCCGGGGACCCAACGAGGGGCACAGAGACAACCCAGGCGCGGAA
GAAGAGAAAGGAACCCCCCGCGAGAGACGAGGACGGGCGCAGTAAGAGAAAAGGCGGAAG
GGTACAGACAAACACAGATAGAGAGGCCACCAGATCGAACAGTGCGGGGGAATAGACAAG
CGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGGCTCATTTTCCTAGATCGCGCGCCCTTTTCC
GTTTCGAAACATCATTCGAATCGCCCTCACACGACGACTCGATACGCGCCTGTTACCCCG
CTCGAGGTCAAAAATTTTGCGGCTTTGTCGTAATTTTTCTGGTGGGGCTCATACCCCGCC
ACTCGAGCCACAGGCGCTTGCCCTCTTCCCACAAACCATTCCCTGGGCGCGCATCATCAC
GTGTCAATCAGTTACTAACCACCTGTCAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGTAAGGGTTCCT
TCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGTAAAGAGCCCAAGAAGCCCTGGGCAGCTACCACG
GGTTCCGACCCACCAACTAAAGGGGGGGGGGGGAAGTGGCCAAACCTCCGAAGGGACCGG
AACAACCGGGGAATAGCAACGGGGGACTGGGAATCTACCCAAGGGGAAGGAGCCATCGAA
CAAGCCCAACAAGCGATGAGATCCTCAAGTAATACGGGGTGAGGGCCCATTTTTTTCTGC
AATGCGCTTTTTTCTTTTTTCAAAACATCATTTCAAACTCCCCCCGAACCAACCCGATTA
CCGCGCCTGGTTTACCCCCGCTTCGAAAGGTTCAAAAAAATTTTTGGGGGGCTTTTTTTC
TTCCTTAAAATTTTTTTTT
AAAAAAAAATTAAGGGTTAATAATTCGGACAAAATTTTTTGGTTCTCAAGGGGGGGAGGG
GCAACGTTTCGAGTTGTAGGAGAATTGAGGCCAAGGGGGCCATCGAAAGGAAAAGTAAGC
TAAAGCCTTTGCTTGAATTTTCCCGGATGTTAGCTTTCGAGAGCCAGCCGCATTGGAAGA
TCAAGTACCCGTTTTGAAGGAGGTCCAGCCTTGTTGATTAGTTATGAGATGCCCCGCCAT
GTTTTGGTGGGATAAGGCGGAAGATAGAGCTGAATGGTGGGGGTAGTAATCCCCAGGGCC
CCGACTTCGGGCCAGTCGACCACTGTGAGTACTACCCTCGACGATGAGCTTATCTGCCAT
45D CGTTATCCCGACCAAGACCTGGCGGGCATCTCAGAAGATAACATGCTGACATCGCTTCAC
AGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCG
AGAAGGTTAGTTACTTTCCCTTCGATCGCGCGTCCTTTGCCCATCGATTCTCCATACGAC
TCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCGATATGACCGTAATTTTT
TTGGTGGGGCATTTACCCCGCCACTCGAGCAATGCGCGTTTCTGCCCTCCCATTGCCACA
ACCTTCTGAGCGCATCGTCACGTGTTAAGCAGTCACTAACCATTCGACAATAGGAAGCCG
CTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTC

26B

El &rbol filogenético (Neighbor-joining) del factor de elongacion 1-a (EF1) se muestra en la
Figura 1-12. En este, el aislamiento 26B se agrupa con un clado que contiene dos especies
pertenecientes a Fusarium graminearum species complex (FGSC) (F. graminearum sensu
stricto y F. ussurianum) y F. cerealis siendo mas cercano a la especie F. ussurianum
(FGSC) (“bootstrap” de 58%) y F. cerealis con una distancia de 0,0019 calculada en la
matriz y mas distante a F. graminearum sensu stricto (FGSC) (distancias entre 0.0024 y

0.0029). El aislamiento 45D por otro lado, se agrupa con especies del complejo fujikuroi
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(FFSC) (“bootstrap” de 72%) y con la especie F. subglutinans (“bootstrap” de 74%) con

una distancia calculada en la matriz de 0.005.

LT970767.1 Fusarium oxysporum OrSaAg1 (tef1a)
AF362166.1 Fusarium oxysporum EF1 partial sequence
AF362159.1 Fusarium oxysporum EF1 partial sequence
LS479756.1 Fusarium oxysporum Indo202(tef1a)
LS479653.1 Fusarium oxysporum Mal43(tef1a)
AF160278.1 Fusarium sacchari NRRL13999 (tef1a)
KP753402.1 Fusarium mangiferae UMAF 0924 (tef1a)
79 JNB95747.1 Fusarium fujikuroi voucher Mo309 (tef1a)
LT970768.1 Fusarium proliferatum TuPo1(tef1a)
g(Q' LT970769.1 Fusarium proliferatum TuPo5(tef1a)
KM213991.1 Fusarium subglutinans KACC 47733 (tef1)

76 5%, MK192266.1 Fusarium subglutinans YQHD3 (tef1)
74 Contig Fusarium 45D2 TEF

MH582310.1 Fusarium subglutinans EF1 partial cds

82 HM347131.1 Fusarium subglutinans EF1 partial cds
98 AF160289.1 Fusarium subglutinans EF1 partial cds

55 b KUB845257 .1 Fusarium redolens FOSC1 (tef1a)

|D024?541.1 Fusarium solani EF1 partial cds

100' DQ247445.1 Fusarium solani EF1 partial cds
GQ915509.1 Fusarium longipes NRRL 20695 (tef1a)

MG989723.1 Fusarium equiseti 64414 (tef1a)
g9 ! MG989724.1 Fusarium equiseti 65901 (tef1a)

77

MG989736.1 Fusarium sambucinum F-842 (tef1a)
MG989749.1 Fusarium venenatum 58242 (tef1a)

MG989734.1 Fusarium poae 47401 (tef1a)
MG989732.1 Fusarium langsethiae 55201 (tef1a)

MG989740.1 Fusarium sporotrichioides 33100 (tef1a)
MG989737.1 Fusarium sibiricum 11007 (tef1a)

77 MG989741.1 Fusarium sporotrichioides 64706 (tef1a)
55 MG989714.1 Fusarium culmorum 05-111 (tef1a)

MG989715.1 Fusarium culmorum 0917 (tef1a)

58[ MG989711.1 Fusarium cerealis 37031 (tef1a)
MG989712.1 Fusarium cerealis 41727 (tef1a)
MG989747.1 Fusarium ussurianum 29813 (tef1a)
MG989748.1 Fusarium ussurianum 58212 (tef1a)
— @ Contig Fusarium 26B2 TEF

MH582239.1 Fusarium graminearum EF1 xpartial cds

1 ’- MG989726.1 Fusarium graminearum 41806 (tef1a)
M

(989727 .1 Fusarium graminearum 48702 (tef1a)

HM347133.1 Fusarium dimerum NRRL 36140 (tef1a)

—a
0.05

Figura 1-12. Arbol filogenético (Neighbor-joining) del factor de elongacién 1-a (EF1) construido de
los aislamientos fungicos de Fusarium spp. 26B y 45D
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1.4.5 Prueba de patogenicidad de F. graminearum y F.
subglutinans en plantas de maiz variedad regional Simijaca

Los aislamientos 45D de F. subglutinans (FFSC) y 26B de F. graminearum (FGSC) fueron
patogénicos en plantas de maiz variedad regional Simijaca. A los 90 dias después de la
siembra y de la inoculacion del patégeno a la semilla, las plantas mostraron necrosis y
coloraciones rojizas o purpura en la parte basal del tallo, sintomatologias similares a las

observadas en campo (Figura 1-13).

Figura 1-13. Sintomatologia en cortes longitudinales de plantas de maiz variedad regional Simijaca
inoculadas con dos especies de Fusariumy su combinacién tres meses después de siembra (V9)
bajo condiciones de invernadero. A) plantas inoculadas con la mezcla F. subglutinans (FFSC) y F.
graminearum (FGSC). B) F. graminearum. C) F. subglutinans D) control absoluto (semillas sin
tratamiento) y E) control térmico (semillas tratadas con agua caliente a 52 °C).

F. graminearum mostr6 una tendencia a concentrarse sobre todo en los nudos de la planta
de maiz, en tanto que F. subglutinans se ubicé preferentemente en los entrenudos, y con
la combinacién de ambas especies se presentd necrosis de nudos y entrenudos. Los
controles usados indican que el tratamiento de la semilla de maiz con agua caliente a 52
°C por cinco minutos fue efectivo para reducir el potencial de indculo endégeno de
Fusarium spp. ya que las plantas no mostraron sintomas de necrosis en cuello, nudos y
entrenudos. El control absoluto, es decir, la semilla sin ningun tratamiento mostr6 un grado

de afectacion bajo. El suelo proveniente de zonas no agricolas en la sabana de Bogot4,
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empleado en este ensayo fue probado como libre de Fusarium, y a partir del cual pocas

colonias de Aspergillus y Penicillium fueron detectadas.

En la Figura 1-14a, se presenta la incidencia de pudricién del tallo. Los resultados muestran
que plantas inoculadas con F. graminearum mostraron 40% de incidencia respecto al 25%
observado en plantas inoculadas con F. subglutinans resultados que contrastan con la
inoculacion de las dos especies (20%). Plantas del control térmico y absoluto no superaron
el 10% de afectacion. Por su parte, el porcentaje de aislamiento de Fusarium spp. en medio
PDA+BOA a partir de plantas de los diferentes tratamientos (Figura 1-14b) muestra un
comportamiento contrario a la incidencia de la pudricién del tallo. En este caso, a partir de
plantas inoculadas con F. graminearum se obtuvo la frecuencia de aislamiento mas baja
mientras que a partir de plantas inoculadas con F. subglutinans y la combinacién de ambas

especies, los porcentajes de aislamiento fueron mayores.
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Figura 1-14. Incidencia de sintomatologia en el tallo y porcentaje de aislamiento de F. graminearum
(FGSC) y F. subglutinans (FFSC) en medio PDA-BOA, de plantas de maiz variedad regional
Simijaca inoculadas con F. graminearum (FGSC), F. subglutinans (FFSC) y la combinacién, tres
meses después de siembra respecto al control absoluto y térmico.
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1.5 Discusion

Bajo condiciones de campo en el valle de Ubaté, la pudricién del tallo de maiz de las
variedades regionales Simijaca y Sogamoso fue detectada externamente como la
combinacion de la clorosis del cogollo, antocianocencia de las hojas y enanismo de la
planta desde los 90 dias después de siembra en el estado de desarrollo de nueve hojas
verdaderas (V9). Una planta sana ademas de no presentar reducciones en el crecimiento,
ni sintomas de clorosis 0 antocianocencia en hojas, en cortes longitudinales del tallo debe
presentar principalmente color crema o con ligeras coloraciones marrones en el cuello y
nudos de la planta. En plantas enfermas se observd una necrosis intensa de cuello y
nudos, la cual avanza hacia los entrenudos y ocasionalmente se pueden presentar
coloraciones purpuras de la médula. Finalmente, el volcamiento como la manifestacién
final de la desintegracion y pudricion basal del tallo puede ocurrir en cualquier etapa

fenoldgica del cultivo.

La falta de continuidad del &rea necrética de los nudos y entrenudos observada se puede
explicar por la morfologia, y habito de desarrollo del maiz, la cual es aprovechada para la
diseminacion del inéculo de Fusarium spp. Los nudos preformados por el meristemo apical
estan inicialmente contenidos en el cuello de la planta (Nielsen, 2008) y una vez inicia la
etapa de elongacion del tallo causan una infeccidén sistémica de la planta. Lo anterior
concuerda con las observaciones hechas en este estudio y las observaciones histologicas
hechas por Lawrence et al. (1981) donde el hongo inicialmente confinado en las partes
basales del tallo tuvo una rapida diseminacion de micelio a través de la planta en el

momento de la floracién.

Sobre los residuos del cultivo de maiz, principalmente sobre los nudos del tallo se

encontraron peritecios superficiales de F. graminearum y la sintomatologia y signos
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encontrados en este estudio se ajustaron a las reportadas para las pudriciones del tallo
causadas por F. graminearum en maiz (CIMMYT, 2004). Debido a la similitud entre las
sintomatologias causadas por F. graminearum y F. verticillioides (FFSC) y la alta
frecuencia de aislamiento de F. subglutinans la pudricion del tallo en el valle de Ubaté es
también causada por F. subglutinans la cual es una especie contenida en el antiguo

complejo fujikuroi (FFSC).

Distinto a F. graminearum (FGSC) que es un hongo homotalico (Leslie y Summerell, 2006),
F. subglutinans y F. verticillioides son heterotalicos. Esta condicion, junto con la fertilidad
femenina y otros factores de desarrollo, explican probablemente por qué los peritecios de
F. verticillioides son raramente observados en la naturaleza pese a que son facilmente
inducibles en el laboratorio y es posible que lo mismo ocurriera en este estudio con F.
subglutinans. Los analisis de compatibilidad en el laboratorio muestran que la reproduccion
sexual de F. verticillioides es comun, lo que sugiere que diferente a F. graminearum donde
las ascosporas funcionan como indculo primario, la reproduccion sexual en F. verticillioides
y otras especies dentro del complejo fujikuroi (FFSC) contribuyen a la diversidad genética

pero no es parte esencial de su ciclo de vida (Blacutt et al. 2018).

En este estudio, mayor frecuencia de aislamiento de colonias de F. graminearumy F.
subglutinans se obtuvo a partir de la variedad Sogamoso. En conjunto para las variedades
Simijaca y Sogamoso la frecuencia de aislamiento fue del 60% para todos los estados de
desarrollo y del 46%, 64%, 82% y 92% en estados de desarrollo de tres, seis, nueve hojas

verdaderas y espigamiento (V3, V6, V9y VT, respectivamente).

En estados de desarrollo V3, la frecuencia de aislamiento de Fusarium spp. en el tallo fue
baja respecto al cuello y raiz, mientras en los demas estados de desarrollo las frecuencias

de aislamiento se incrementaron y fueron similares entre si. Esto se ajusta a lo reportado
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por Kedera et al. (1994), quienes sugieren que el incremento de la frecuencia de
aislamiento a partir del tallo en el tiempo se debe a una fuente de inoculacién aérea debido
a que el cuello y partes aéreas de las plantas son infectadas multiples veces en el tiempo

por F. verticillioides (FFSC).

Las especies de Fusarium asociadas a las plantas de maiz de las variedades regionales
Simijaca y Sogamoso identificadas morfolégicamente y filogenéticamente reportados en el
mundo como agentes causales de la pudricién del tallo de maiz correspondieron a F.

graminearum (FGSC) y F. subglutinans (FFSC) (Leslie y Summerell, 2006).

Morfol6gicamente los linajes dentro F. graminearum species complex (FGSC) son
indistinguibles, aunque filogenéticamente son distintos (Yli-Mattila et al. 2009) dentro de lo
que se ha denominado Fusarium graminearum species complex (FGSC) (Summerell,
2019). En este estudio el aislamiento 26B identificado morfologicamente como F.
graminearum (FGSC) filogenéticamente se agrupo dentro de F. graminearum species
complex (FGSC) sin agruparse con un linaje en particular y siendo las especies mas
cercanas F. cerealis y F. ussurianum (FGSC). Dado que en este estudio se encontraron
peritecios superficiales sobre los nudos del tallo de las plantas de maiz y estos fueron
producidos in vitro sobre medio Carnation Leaf Agar (CLA) a partir de cultivos
monosporicos y que el estado sexual de F. cerealis es desconocido (Leslie y Summerell,
2006) es probable que la especie de Fusarium aqui descrita pertenezca al homotalico F.

graminearum (FGSC) y no a F. cerealis.

En Suramérica F. boothii (FGSC) 15ADONy F. meridionale (FGSC) que produce Nivalenol
(NIV) (Sampietro et al. 2010) se supone son las especies endémicas dentro del complejo
Fusarium graminearum species complex (Aoki et al. 2012). En Argentina, Uruguay y el sur

de Brasil F. graminearum sensu stricto (FGSC) con el quimio tipo 15 ADON ha sido la
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especie mas comunmente descrita (Astolfi et al. 2011; Reynoso et al. 2011) aunque cierto
grado de desplazamiento por quimio tipos 3-ADON ha sido documentado (Alvarez et al.
2009). En el oeste de Uruguay, F. asiaticum (FGSC) 3-ADON ha sido reportado en campos
nuevos para la siembra de trigo, donde la siembra de arroz es comun (Umpierrez, et al.
2013). Es posible que el linaje/poblacién aqui descrita dentro de F. graminearum species
complex (FGSC) pertenezca a alguno de los linajes/poblaciones o representen uno nuevo.
Determinar las especies/linajes y quemo tipo a la cual pertenece el aislamiento 26B
identificado filogenéticamente como F. graminearum s.s. y cercano a F. ussurianum dentro
de FGSC es importante para determinar distribucion de especies/linajes en el tropico frio
de Colombia en Suramérica, asi como para predecir el riesgo toxicolégico y su agresividad.
F. ussurianum es un linaje descrito en la parte norte de Rusia (Yli-Mattila, 2009; Stakheev
et al. 2018) de la cual no se tiene registro en Suramérica y tiene la forma toxicolégica 3
ADON que es mas agresiva y futuros estudios deben abordar con profundidad estos

aspectos.

Por su parte el aislamiento 45D identificado en este estudio como F. subglutinans puede
representar dos especies cripticas distinguibles por AFLP: F. subglutinans s.s. y F.
temperatum (Czembor et al. 2015; Fumero et al. 2016). Determinar la especie a la cual
pertenece este aislamiento es importante para predecir su perfil toxicoldgico, ya que por
ejemplo F. temperatum aparentemente produce fumonisinas (Wang et al. 2014),
beauvericinas (BEA) y fusaproliferina en tanto que F. subglutinans no produce fumonisinas,
aunque si produce otros tipos de micotoxinas como moniloforminas y fusaproliferina

(Fumero et al. 2016).

Las pruebas de patogenicidad realizadas a partir de semillas de la variedad regional
Simijaca indicaron que el aislamiento 26B de F. graminearum (FGSC) y 45D de F.

subglutinans (FFSC) desarrollaron sintomatologias compatibles con las observadas
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inicialmente en campo. F. graminearum parece causar necrosis principalmente en los
nudos y cuello de la planta, en tanto que F. subglutinans en la médula y cuello. La

combinacion de ambas especies causé sintomas en cuello, nudos y entrenudos.

La baja frecuencia de aislamiento de Pythium sp. y R. solani junto con la ausencia de D.
zeae en todo el ciclo de desarrollo del cultivo de maiz se pueden explicar por las
condiciones climaticas frias y secas preponderantes en el valle de Ubaté durante el ciclo
de produccion del afo 2016 el cual presenté temperaturas promedio de 13,18 °C (inferiores
al promedio histérico de 14 °C) y precipitacion acumulada de 429 mm (inferior en 125 mm
respecto al histérico) y las condiciones climaticas frias preponderantes durante el afo 2017
con temperaturas promedio de 13,44 °C y una precipitacion acumulada de 670 mm

superior en 74 mm a los reportes histdricos.

Las condiciones éptimas reportadas para el desarrollo de epidemias de pudricion del tallo
a causa de D. zeae corresponden a climas célidos y humedos (CIMMYT, 2004; Duran-
Peralta, 2011; Varén y Sarria, 2007) en el caso de R. solani a condiciones frias y himedas
(Sumner y Bell, 1981) y en el caso de Pythium spp., condiciones frias y hUumedas o célidas
y humedas son las mas adecuadas (CIMMYT, 2004; Zhang et al. 1998). Estos filtros
impuestos por el ambiente y sus repercusiones sobre el fitobioma de maiz (Hawkes y
Connor, 2017) hacen poco probable que la epidemia de pudricién del tallo en la zona de
estudio haya sido causada por D. zeae, R. solaniy Pythium sp. y por el contrario, podrian
haber sido propicias y conductivas de la pudricion del tallo causada por F. graminearumy

F. subglutinans.

Las pudriciones causadas por Fusarium son favorecidas por diferentes Optimos de
temperatura y regimenes de humedad, la causada por F. graminearum (FGSC) es

predominante en areas frias o con altos niveles de precipitacién, en tanto que, la causada
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por F. verticillioides (FFSC) es predominante en areas calidas y secas (Munkvold et al.
2018). En general hay un efecto latitudinal y altitudinal sobre la distribucién de especies de
Fusarium ya que en zonas calidas tropicales y subtropicales prevalece F. verticillioides en
tanto que en regiones templadas conforme incrementa la altitud F. graminearum y F.
subglutinans son las especies dominantes, estos resultados se han encontrado en
Norteamérica, Europa y Suramérica (Munkvold et al. 2018). Por otra parte, los 6ptimos de
temperatura dentro de las especies antes contenidas dentro del complejo fujikuroi varian
donde F. subglutinans (FFSC) es frecuente en zonas frias como se ha reportado en Peru
y México (Figueroa et al. 2010; Logrieco et al. 1993; Reyes-Velazquez et al. 2011), en tanto
que F. verticillioides es comun en zonas calidas siendo la especie mas comun en granos
de maiz en Suramérica (Chulze et al. 1996) y la mas comun a nivel mundial (Munkvold et
al. 2018), F. temperatum parece ser también comun en zonas frias de Norteamérica,

Argentina y Europa (Munkvold, 2017).

En este estudio la frecuente asociacion entre F. graminearumy F. subglutinans con plantas
de maiz con pudricion del tallo en el valle de Ubaté permiten inferir que las zonas de
produccién de clima frio y seco son 6ptimas para el desarrollo de la enfermedad a causa
de F. graminearum 'y F. subglutinans, aunque la restriccion en los niveles de humedad y
precipitaciéon podrian haber evitado epidemias aiun mas severas a causa de F.

graminearum.
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1.6 Conclusiones

Ii.

fil.

Las variedades regionales Sogamoso y Simijaca fueron susceptibles a la pudricién
del tallo de maiz y la enfermedad fue detectada en campo como la combinacion de
los sintomas externos de clorosis del cogollo, antocianocencia de las hojas y
enanismo de la planta desde los 90 dias después de siembra cuando las plantas
tenian nueve hojas verdaderas (V9).

En cortes longitudinales del tallo se observé una necrosis intensa de cuello y nudos,
la necrosis avanza hacia los entrenudos y ocasionalmente se pueden presentar
coloraciones purpuras de la médula. Finalmente, el volcamiento como la
manifestacion final de la desintegracion y pudricion basal del tallo puede ocurrir en
cualquier etapa fenolégica del cultivo.

Las especies de Fusarium asociadas a la pudricién del tallo de maiz en el mundo y
encontradas asociadas a las variedades regionales Simijaca y Sogamoso fueron
identificadas morfolégicamente y molecularmente en este estudio como F.
graminearum (FGSC) y F. subglutinans (FFSC).

Las pruebas de patogenicidad confirmaron a F. graminearum (FGSC) y F.
subglutinans (FFSC) como los agentes causales de la pudricién del tallo de maiz
variedad regional Simijaca en forma individual o conjunta causando sintomas
necroticos y coloraciones purpuras en cuello, nudos y entrenudos de las plantas 90
dias después de siembra

En este estudio la frecuente asociacion entre F. graminearum (FGSC) y F.
subglutinans (FFSC) con plantas de maiz con pudricién del tallo en el valle de Ubaté
permiten inferir que las zonas de produccién de clima frio y seco son éptimas y
conductivas para el desarrollo de la enfermedad a causa de F. graminearumy F.

subglutinans.
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2.Capitulo Il Asociacién Fusarium
graminearum y Fusarium subglutinans -
maiz (Zea mays L.) bajo condiciones del valle
de Ubaté

2.1 Resumen

En lotes comerciales de maiz bajo condiciones del valle de Ubaté en Cundinamarca,
inéculo de Fusarium graminearum (Fusarium graminearum species complex) (FGSC) fue
detectado en residuos de cosecha de maiz en pie, el aire y la semilla en tanto que, el
inéculo de Fusarium subglutinans (Fusarium fujikuroi species complex) (FFSC) fue
encontrado en la semilla y en los detritos del cultivo presentes en el suelo. Se encontré
que la planta de maiz es colonizada por F. subglutinansy F. graminearum desde la semilla
y conforme avanza el ciclo del cultivo, la frecuencia de ambas especies se incrementa y
sintomas como clorosis, enanismo y antocianocencia asociados a futuro volcamiento, son
visibles externamente en el estado de desarrollo de nueve hojas verdaderas (V9) cuando
la frecuencia de aislamiento de F. graminearum iguala y supera la de F. subglutinans. La
inoculacion individual de F. subglutinans y F. graminearum gener6 90 dias después de
siembra, plantas de mayor longitud y menor diametro del tallo comparadas con plantas
bajo la inoculacién conjunta de ambas especies. La mediana del estado de desarrollo de
las plantas sugiere una hoja de ventaja de las plantas de maiz inoculadas con F.
subglutinans. A nivel histolégico se detectaron acumulaciones de lignina en forma de anillo
exterior en el tallo de plantas de maiz crecidas en suelo naturalmente infestado por
Fusarium spp. Bajo condiciones de campo se encontré mayor incidencia de pudricién del
tallo y posterior volcamiento de plantas ante episodios de limitada disponibilidad de agua

y episodios de frio con temperaturas inferiores a 10 °C de hasta seis horas. La ocurrencia
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del volcamiento se manifest6 uno o dos meses después del episodio de estrés
dependiendo de la intensidad y estado de desarrollo del cultivo de maiz. Bajo condiciones
Optimas para el cultivo, la pudricion del tallo no se deberia desarrollar a pesar de que la
variedad de maiz regional Simijaca esta frecuentemente asociada a F. subglutinans 'y F.
graminearum durante todas sus etapas de desarrollo, sin contribuir con ello a la

contaminacion de los granos por micotoxinas.

2.2 Introduccion

Desde el punto de vista del patégeno Fusarium spp. produce una amplia variedad de
esporas que son transportadas a través de la atmosfera, ejemplos de ello son Fusarium
graminearum (Fusarium graminearum species complex) (FGSC), Fusarium verticillioides
(Fusarium fujikuroi species complex) (FFSC) y Fusarium proliferatum (FFSC), los cuales
puede ingresar a la planta a través de tricomas, xilema de la hoja y los tejidos del tallo
(Lawrence et al. 1981; Maldonado-Ramirez et al. 2005; Nguyen et al. 2016; Nguyen et al.
2015). Las plantas de maiz pueden ser infectadas a través del aire, gotas de lluvia, insectos
y semilla, esta ultima infectada por medio de los pistilos (Duncan y Howard, 2010;
Munkvold et al. 1997; Ooka y Kommedahl, 1977; Windels et al. 1976). Dado que las
esporas son pasivamente transportadas por el viento cualquier caracteristica del paisaje
influencia su movimiento e impacta su diseminacién y deposicion (Plantegenest et al. 2007,
Schmale et al. 2006). En primavera el aumento de la temperatura y humedad favorecen la
formacion de los peritecios de F. graminearum sobre los residuos del cultivo y en la noche
debido al incremento en la humedad, las esporas son liberadas y descargadas con fuerza

en la capa turbulenta de la atmosfera (Default et al. 2006, Prussin, 2013, Trail et al. 2005).
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Fusarium verticillioides (FFSC) esta asociado con el maiz en la mayoria de los estados del
ciclo de desarrollo comportandose como parasito y saprofito. El estado endéfito sin causar
dano aparente es transitorio y el hongo varia entre biétrofo asintomatico y patégeno
hemibiétrofo (Schulz et al. 1999a). La infeccidn asintomatica por F. verticillioides es similar
a la de la mayoria de los hongos mutualistas de pastos (Baayen y Rykenbuerg, 1999), una
extensiva revision de la evidencia de endoéfitos de Fusarium en plantas silvestres y
cultivadas la hacen Kuldau y Yates, (2000). Esta asociacién endéfita se cree se mantiene
por factores inherentes tanto al hongo y el hospedero que conducen a una asociacion

balanceada entre los dos organismos (Schulz et al. 1999b).

Cuando las condiciones ambientales son favorables para la enfermedad un rango de
virulencia es observado entre cepas de F. verticillioides y maiz. Sin embargo, cepas que
pueden ser muy virulentas se comportan de forma asintomética bajo condiciones éptimas
de crecimiento del cultivo (Bacon et al. 1994). La asociacion asintomatica de F.
verticillioides en maiz podria representar ventajas para el hongo como un ambiente
protegido y humedo, transmisién vertical y horizontal mediada por la planta y una fuente

segura de nutricion (Kuldau y Yates, 2000).

Desde el punto de vista del hospedero, la asociacion podria ser también benéfica para la
planta ya que un ligero pero significativo incremento en el peso, altura y diametro del tallo
en plantas inoculadas con F. verticillioides a los 28 dias después de siembra y diferencias
en la sintesis de lignina entre los brotes no infectados e infectados a los 14 dias después
de siembra fueron observados en plantas de maiz, sin afectar con ello el porcentaje de
germinacion de las semillas (Yates et al. 1997). La infeccion de granos de maiz con F.
verticillioides (FFSC) los protege contra la infeccion por F. graminearum (FGSC) y otros 10

hongos que también infectan granos (Van Wyck et al. 1988, Wicklow, 1988). La fase
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bidtrofa de F. verticillioides se caracteriza por tener hifas con membranas interfaciales que
estan activas metabdlicamente al menos por 60 dias, las cuales separan al hongo de la
membrana plasmatica de la planta asegurando con ello menos dafio al hospedero y
resultan ser un vertedero eficiente para la absorcién de nutrientes, tal como un haustorio
especializado ya que el apoplasto y el simplasto son continuos (Bacon y Hinton, 1996;

Canny, 1995; Kuldau y Bacon, 2008; Yates et al. 1999).

Las plantas poseen una variedad de mecanismos de defensa en respuesta a hongos
fitopatégenos, que incluyen la liberacién de compuestos de bajo peso molecular que matan
o inhiben el crecimiento de hongos invasores (Osbourn, 1999). El maiz, trigo y centeno
producen acidos hidroxdmicos DIMBOA (2,4-dihidroxi-7-metoxi-2H-1,4-benzoxazin-3-one)
y DIBOA (2,4-dihidroxi-2H-1,4-benzoxazin-3-one) como parte de su rutina de desarrollo
(Niemeyer, 1988), las cuales se degradan a las correspondientes benzoxazolinonas, 6-
metoxi-2-benzoxazolinona (MBOA) y 2-benzoxazolinona (BOA) (Hashimoto y Shudo,

1996).

Un limitado numero de especies de Fusarium tienen la capacidad de detoxificar MBOA y
BOA, siendo F. verticillioides (FFSC), F. subglutinans (FFSC) y F. graminearum (FGSC)
las mas tolerantes (Glenn et al. 2001). La detoxificacion de BOA no incrementa la virulencia
de F. verticillioides hacia las plantulas de maiz (Glenn et al. 2002). Datos in vitro sugieren
que la colonizacién inicial de sustratos que contienen BOA por hongos tolerantes podria
aumentar la tasa de colonizacion de hongos menos tolerantes (Saunders y Kohn, 2008).
La asociacién endofitica con maiz aparentemente es antigua y con implicaciones
evolutivas dado que todos los aislamientos de maiz de F. verticillioides pueden detoxificar

los benzoxazinoides (Glenn et al. 2001). La capacidad de detoxificar estos compuestos y
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su alta concentracion en raices ha sido interpretada como la razén fundamental por la cual

la colonizacion endofitica no se previene (Xie et al. 1991).

Un concepto que puede ayudar a explicar la pudricién del tallo de maiz y los mecanismos
de resistencia a parasitos débiles facultativos, y que unifica la interaccién hospedero,
patégeno y ambiente se denomina “balance fotosintético entre el estrés y la translocacion”
y este considera que si un vertedero es establecido, una fuente de estrés aplicada a la
planta bajo condiciones ambientales especificas puede predisponen la planta de maiz a la
pudricion del tallo y favorece uno de los hongos ubicuos causantes de la pudricién del tallo
sobre los otros (Dodd, 1980). Cuando el tejido pierde su sistema de defensa debido a la
senescencia celular, cuando la planta se compromete en llenar el grano y hay deficiencia
de carbohidratos a causa de una insuficiencia en la fotosintesis y la competencia con la
translocacion al grano se presenta, las raices y tallos de la planta son degradados por

varios microorganismos (Whitney y Mortimore, 1957).

Fusarium spp., Diplodia spp., Colletotrichum graminicola'y Macrophomina phaseolina son
hongos ubicuos asociados a la pudricién del tallo, por lo que su identificacién en poco
contribuye al control de la enfermedad y el estudio de la variable hospedero-ambiente es
lo pertinente (Dodd, 1980). Varios estreses ambientales han sido asociados con la
ocurrencia de la pudricion del tallo entre los que se incluyen la reduccién en la fotosintesis
a causa de poca luminosidad, alta densidad de siembra, ataque de plagas, déficit hidrico
y el uso de fertilizantes con alto contenido de nitrégeno y bajo contenido de potasio
(Blandino et al. 2009; Dodd, 1980). En cuanto a la produccién de micotoxinas se sabe que
principalmente la temperatura y la actividad del agua modulan la produccién de
fumonisinas en el complejo fujikuroi (FFSC) (Bacon et al. 2008) y de deoxinivalenol (DON)

en el complejo graminearum (FGSC) (Matilla, 2010).
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Se ha reportado que bajas temperaturas reducen el metabolismo de las semillas y plantas,
disminuyen su vigor e incrementan el riesgo de enfermedades. Temperaturas iguales o
inferiores a 10 °C son las mas perjudiciales para el establecimiento del maiz y el grado de
dano serda mayor en suelos pesados o de pobre drenaje (Saab y Steve, 2006). Reddy y
Holbert (1926) reportaron que semillas infectadas por Diplodia spp. y Fusarium spp.

reducen su porcentaje de establecimiento cuando se siembran en suelos frios y hUmedos.

Tomando en cuenta lo anterior, este capitulo describe los aspectos mas importantes de la
biologia de F. graminearum (FGSC) y F. subglutinans (FFSC), agentes causales de la
pudricion del tallo en la zona de estudio, su efecto sobre el crecimiento y desarrollo del
maiz y la relacion de las condiciones de clima y paisaje preponderantes con el desarrollo
de la enfermedad durante un evento de nifo tropical presentado en los afios 2016 y 2017
en el sistema de produccion de maiz de clima frio en la variedad regional Simijaca en el

valle de Ubaté.
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2.3 Metodologia

2.3.1 Sintomatologia y aislamientos de Fusarium spp. a partir de
semilla de maiz

Semillas de maiz variedad regional Simijaca se lavaron con agua corriente, se
desinfectaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 5% por tres minutos, luego se
sometieron a tres lavados con agua destilada estéril (ADE) y fueron puestas a germinar en
camaras de Blotter (Warham et al. 2008). Las camaras de Blotter consistieron en
recipientes de plastico transparente previamente desinfectados con etanol al 70%, con dos
capas de papel absorbente en la base, humedecidas con ADE, sobre las cuales se
pusieron a germinar 40 semilla por camara a temperatura ambiente (+20 °C). Ocho
camaras de Blotter fueron inspeccionadas durante veinte dias y se registro la
sintomatologia observada tanto en las semillas como en las plantulas desarrolladas.
Posteriormente, se determind la frecuencia de colonias fungicas en el material vegetal diez
dias después del montaje. Las colonias de Fusarium spp. fueron aisladas de forma directa
en medio Potato Dextrose Agar (PDA) (Oxoid®) acidulado al 0,1% (v/v) con &cido lactico al
85% e incubadas en oscuridad a 25 °C. De forma adicional, se realizaron aislamientos a
partir de las plantulas en medio PDA enmendado con 2-benxozaxolinone (BOA) (0,33 g/L)
(Glenn et al. 2001). Los aislamientos obtenidos se identificaron morfolégicamente y se
conservaron a -70 °C en glicerol al 15% esterilizado en autoclave segun Leslie y

Summerell, (2006).

2.3.2 Aislamientos de Fusarium spp. asociados a la pudricion del
tallo de maiz a partir de suelo
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Muestras de suelo proveniente de lotes con historial de pudricion del tallo en Simijaca,
Cundinamarca y suelo sin uso agricola de la sabana de Bogota fueron llevadas al
laboratorio Clinica de Plantas, de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota para
analisis microbiolégico (Anexo E). Este analisis se realizé por medio de diluciones estandar
en base 10 partiendo de 100 g de suelo (Leslie y Summerell, 2006) y posterior siembra en
placa de las diluciones 10, 10° y 10 en los medios PDA y Nutrient Agar (NA) (Oxoid®)
con cinco repeticiones por factor de dilucion. Adicionalmente, hojas de plantulas de maiz
variedad regional Simijaca y hojas de clavel usadas como cebos se evaluaron como
alternativa para confirmar la presencia de Fusarium spp. en estas mismas muestras de
suelo. Para esto, las hojas de las dos especies se desinfectaron superficialmente con
hipoclorito de sodio al 1% por 30 segundos y se sometieron a tres lavados con ADE. El
suelo a evaluar se dispenso en cajas de Petri y se humedecié con ADE hasta saturarlo y
sobre la superficie se colocaron cuatro hojas de maiz o clavel por caja. Las muestras se
incubaron a 25 °C bajo un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad por
treinta dias y se realizaron aislamientos del micelio presente sobre el tejido de los cebos
usados en medio de cultivo PDA-BOA (0,33 g/L) (Glenn et al. 2001). Los aislamientos se
identificaron morfolégicamente y se conservaron a -70 °C en glicerol al 15% esterilizado

en autoclave (Leslie y Summerell, 2006).

2.3.3 Aislamientos de Fusarium spp. asociados a la pudricion del
tallo de maiz a partir de detritos

Muestras de suelo de lotes con historial de pudricién del tallo en Simijaca fueron
recolectadas y llevadas al laboratorio, donde se secaron a temperatura ambiente (+ 20 °C)
por una semana. Los detritos presentes en el suelo fueron recuperados con un tamiz de

1,0 mm de apertura, lavados con tres enjuagues con ADE (Leslie y Summerell, 2006) y
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sembrados en medio PDA y medio PDA-BOA (0,33 g/L) (Glenn et al. 2001), enmendados
con sulfato de estreptomicina y cloranfenicol. Después de 10 dias, los aislamientos
obtenidos se identificaron morfolégicamente y se conservaron a -70 °C en glicerol al 15%

esterilizado en autoclave (Leslie y Summerell, 2006).

2.3.4 Aislamientos de Fusarium spp. asociados a la pudricion del
tallo de maiz a partir de aire

Un lote en Simijaca sembrado con maiz durante el primer semestre de 2017 ubicado al
lado de un lote con residuos de cosecha de maiz en pie con presencia de peritecios de F.
graminearum (FGSC) visibles sobre los tallos, fue seleccionado para la evaluacion de
captura de esporas de Fusarium spp. en trampas correspondientes a laminas porta objetos
cubiertas con cuatro medios de cultivo evaluados para este fin. Los medios de cultivo
correspondieron a PDA, Water Agar (WA) (Oxoid®), medio BOA (15 g de peptona, 1,0 g de
KH.PO4, 0,5 g de MgSO4*7H20, 20 g de agar, 1,0 litro de agua destilada y 1,0 g de 2-
benzoxazolinone (Aldrich ®) y medio PDA-BOA (1,0 g de 2-benzoxazolinone/L) (Glenn et
al. 2001). BOA fue preparado en etanol absoluto y se adicioné al medio después de auto
clavado y enfriado a 50 °C. Todos los medios usados, fueron enmendados con
cloranfenicol y sulfato de estreptomicina. Las trampas se instalaron sobre soportes de
madera de 1,0 m de longitud a 30, 60 y 90 cm del suelo orientadas en diferentes
direcciones por un periodo de 12 horas durante la noche (Prussin, 2013). Una vez
concluido el periodo de exposicion en campo, las trampas se recogieron e incubaron en
laboratorio a temperatura ambiente (£ 20 °C) por 10 dias para su posterior observacion al
microscopio. Las colonias de Fusarium sp. crecidas sobre las trampas de captura con
medio PDA y WA fueron puestas en contacto con el medio BOA, selectivo para especies

fitopatdégenas de Fusarium de maiz, e incubadas a 25 °C en condiciones de oscuridad. Los
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aislamientos se identificaron morfolégicamente y se conservaron a -70 °C en glicerol al

15% esterilizado en autoclave (Leslie y Summerell, 2006).

2.3.5 Frecuencia de aislamiento de Fusarium graminearum 'y F.
subglutinans durante el ciclo del cultivo

A partir de la poblacion de plantas inspeccionada para describir la sintomatologia (Capitulo
[) mes a mes, desde la siembra (VE) hasta el espigamiento (VT), se tomaron 60 explantes
de raiz, cuello y tallo. Estos se desinfectaron en etanol al 70%, hipoclorito de sodio al 2%
y se lavaron tres veces en agua destilada estéril (ADE) (Ortiz et al. 2011). Los tiempos de
desinfeccion de acuerdo con la edad del material vegetal se ajustaron como se muestra
en el Anexo A. Después del proceso de desinfeccion, los explantes se secaron sobre
toallas de papel absorbente estériles en camara de flujo laminar y se sembraron en caja
de Petri con medio PDA acidulado al 0,1% (v/v) con &cido lactico al 85%. Las cajas se
incubaron en oscuridad a 25 °C por diez dias, registrando la frecuencia de colonias
fungicas por estadio de desarrollo de las plantas segun la escala propuesta por Ritchie et

al. (1996).

2.3.6 Efecto de la inoculacion de Fusarium spp. en el crecimiento
y desarrollo de maiz

Material fungico y obtencion del inéculo. Para esta evaluacion se usaron los
aislamientos monospoéricos 26B de F. graminearum (FGSC) y 45D de F. subglutinans
(FFSC) obtenidos a partir de plantas de maiz afectadas por pudricion del tallo en la regién
del Valle de Ubaté. El aislamiento 26B de F. graminearum fue propagado siguiendo la
metodologia de Chaff-Grain (Leslie y Summerell, 2006). El aislamiento 45D de F.

subglutinans fue propagado en medio Czapeck liquido (Oxoid®). El medio liquido se
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mantuvo en agitacién a 150 rpm por espacio de 15 dias a temperatura ambiente, al igual
que el Chaff-Grain (£20 °C) (Leslie y Summerell, 2006). Posteriormente, se realizé la
cosecha de conidias filtrando el medio o suspension de esporas con gasa estéril y posterior
centrifugacion a 2500 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se descarté y el pellet se re-
suspendié en 10 mL de ADE. Finalmente, se ajusté una suspension de 200 mL a una

concentracion de 1,0 x 10° conidias/mL.

Material vegetal e inoculacion. Un dia previo al montaje de la prueba, semillas de la
variedad regional Simijaca se sumergieron e hidrataron en agua corriente por espacio de
cuatro horas. La semilla fue tratada por calor en agua a 52 °C por cinco minutos y enfriada
con ADE siguiendo la metodologia de Daniels (1983). Como control absoluto, se tomaron
semillas hidratadas sin ningun tratamiento. Los tratamientos evaluados correspondieron a
la inoculacién con F. subglutinans (45D) (1,0 x 10° conidias/mL), inoculacién con F.
graminearum (26B) (1,0 x 10° conidias/mL) y la inoculacién con la combinacién de ambos
aislamientos (1,0 x 10° conidias/mL por cada especie de Fusarium). Por tratamiento, 200
semillas de maiz regional Simijaca fueron inoculadas con 100 mL de una suspension de
conidias de la especie de Fusarium correspondiente y agitadas vigorosamente (Wilke et
al. 2007). En el caso de la inoculacion combinada de las dos especies, se usaron 50 mL
de la suspensién de conidias de cada especie (Reid et al. 1999). Las semillas de los

controles absoluto y térmico fueron tratados con 100 mL de ADE.

Siembra y mantenimiento del experimento. Posterior a la inoculacién, las semillas
fueron llevadas a invernadero (T=+25°, HR=75%) y dispuestas sobre bandejas plasticas
con una capa de cinco centimetros de suelo, proveniente de zonas no agricolas de la
sabana de Bogota y humedecido a capacidad de campo (Warham et al. 2008). El suelo

fue analizado para descartar la presencia de Fusarium, para ello se realizaron diluciones



63

estandar en base 10 partiendo de 100 g de suelo (Leslie y Summerell, 2006). Las bandejas
fueron regadas diariamente hasta capacidad de campo y una vez las semillas germinaron,
se seleccionaron 40 plantulas por tratamiento que fueron transferidas individualmente a
bolsas con 1,5 Kg de suelo del mismo origen. El disefio experimental fue completamente
al azar (DCA) con 40 repeticiones considerando como unidad experimental la planta. Las
plantas se fertilizaron cuando presentaron tres y seis hojas verdaderas con un fertilizante
comercial 10-30-10-3 (N-P-K-Mg/S) y fueron regadas cuando el suelo estuviera seco o las
plantas mostraran sintomas de deshidratacion. Tres meses después de la siembra al final
de la evaluacion, se determiné la longitud de la planta desde la punta de la raiz hasta la
punta de la hoja bandera, el diametro del tallo y el estado fenoldgico de cada individuo de
los diferentes tratamientos. La longitud de la planta, el diametro del tallo y estado fenoldgico
fue sujeta a analisis de normalidad, analisis de varianza y comparadas bajo la prueba de
Tukey con un nivel de significancia de 0,05 usando el programa estadistico SAS V9.4 (SAS

Institute, Cary, NC, USA).

2.3.7 Efecto de la infeccidon de Fusarium spp. sobre la lignificacion
del tallo de maiz

Siguiendo la metodologia de Daniels, (1983), semilla de maiz variedad regional Simijaca
fue embebida en agua corriente por cuatro horas, luego sumergida en agua caliente a 52
°C por cinco minutos, y posteriormente enfriada con ADE. Quince semillas se sembraron
en bandejas con suelo de dos origenes (Warham et al. 2008), suelo considerado
naturalmente infestado proveniente de Simijaca de lotes con historial de pudricion del tallo
y suelo libre de patégeno correspondiente a suelo sin uso agricola de la sabana de Bogota.
El suelo libre de patégeno fue analizado para descartar la presencia de Fusarium, para ello

se realizaron diluciones estandar en base 10 partiendo de 100 g de suelo (Leslie y
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Summerell, 2006). Las bandejas se mantuvieron a (+25 °C) en invernadero por 30 dias y
se regaron periddicamente segun los requerimientos de humedad. Transcurrido este
tiempo, se realizaron cortes transversal de las plantas a mano alzada generando secciones
delgadas del tallo las cuales fueron tefidas con la tinciéon de Weisner (Yates et al. 1997).
La tincién de Wiesner (floroglucinol-HCI) se prepar6 inmediatamente antes de la evaluacion
(Pradhan y Loqué, 2014), disolviendo 0,3 g de floroglucinol (Merck®) en 10 mL de etanol
absoluto (solucion floroglucinol 3%) y se mezclé un volumen de HCI (acido clorhidrico)
concentrado (37N) en dos volumenes de floroglucinol al 3%. Los cortes obtenidos de
plantulas desarrolladas en el suelo de los dos origenes fueron puestos sobre laminas
portaobjetos y examinados bajo el microscopio sobre una gota de la tincién de Weisner

(Yates et al. 1997).

2.3.8 Deteccion de fumonisinas y deoxinivalenol en semillas de
maiz

Un Kg de semilla variedad regional Simijaca proveniente de la zona de produccion del valle
de Ubaté en plena epidemia de pudricion del tallo y un Kg de semilla de la misma variedad,
de plantas sembradas bajo condiciones de invernadero en la Universidad Nacional de
Colombia, sede Bogota fueron llevadas al Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de
Medicina veterinaria y de zootecnia de la misma Universidad. Alli se realiz6 la
cuantificacion de fumonisinas B1, B2, B3 y totales por medio de High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) acoplada a espectrofluorometria (AOAC 995.15) (ver Anexo F) y

deoxinivalenol por medio de HPLC acoplada a UV (NTC 5961) (ver Anexo G).
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2.3.9 Condiciones climaticas y de paisaje en el valle de Ubaté y su
relacion con eventos de pudricion del tallo de maiz

Datos histéricos de clima de los ultimos treinta afos para el municipio de Simijaca se
recopilaron a partir de la informacién disponible en la Corporacion Autbnoma Regional de
Cundinamarca (CAR) para establecer una linea base por mes para las variables
precipitacién, humedad relativa, velocidad promedio del viento, temperatura maxima,
minima y promedio. Adicionalmente, en dos lotes experimentales en el municipio de
Simijaca en Cundinamarca, (finca de Oscar Reina: 5°N 29" 507", -73°W 49" 47" y finca de
Francisco Cristancho: 5°N 297417, -73°.49°17"") se instalaron estaciones climatol6gicas
IMETOS ® 300 (Pessl instruments, Weiz, Austria), con mediciones cada 10 minutos; los
datos se visualizaron en tiempo real en www.fieldclimate.com. Para el analisis, los
promedios mensuales de las variables seleccionadas desde mayo de 2016 hasta julio de
2017 se contrastaron con los promedios histéricos de la zona y se asociaron con los
reportes de volcamiento en cultivos comerciales en Simijaca para las variedades
regionales Simijaca y Sogamoso, en la sabana de Bogotd, variedad regional Simijaca e
ICA 508 y en el municipio de Gama, Cundinamarca en las variedades regionales Simijaca

y Gama.
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2.4 Resultados

2.4.1 Sintomatologia y aislamientos de Fusarium spp. a partir de
semilla de maiz

Bajo condiciones de la prueba de Blotter a temperatura ambiente de +20 °C, diez dias
después del montaje, en la semilla de maiz variedad regional Simijaca se observé perdida
de brillo y el crecimiento de colonias fungicas principalmente de Fusarium spp. (9%) desde

el germen hasta cubrir la totalidad de la semilla (Figura 2-1a).

Figura 2-1. Sintomatologia en semillas y plantulas de la variedad regional Simijaca bajo condiciones
de test de Blotter diez dias después de siembra. A) colonias del género Fusarium spp. sobre la
semilla. B) raices purpuras. C) avance de la lesion en corte longitudinal del mesocotilo. D)
aislamiento de colonias de Fusarium spp. a partir de explantes de raices de maiz variedad regional
Simijaca sobre medio PDA-BOA cinco dias después de siembra (Fotografia: Natalia Pifieros
Guerrero).

Las especies mas frecuentes correspondieron a F. subglutinans (FFSC) (5%) y F.
graminearum (FGSC) (4%). Las raices de las plantulas provenientes de estas semillas
presentaron coloracién blanca alternada con zonas de coloracion purpura (Figura 2-1b) y
en cortes longitudinales del mesocotilo se observé el avance de la lesidén hacia lo que sera
el cuello de la plantula (Figura 2-1c). Las coloraciones purpura o blancas en las raices de
plantulas de maiz no se asociaron a presencia o ausencia de Fusarium spp. ya que a partir

de tejido con las dos coloraciones se aisl6 el patogeno en medio PDA-BOA (Figura 2-1d).
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Finalmente, 19 dias después del montaje se present6é necrosis de hojas, raices y tallo,

debido a la desintegracion causada por la presencia de Fusarium spp.

2.4.2 Aislamientos de Fusarium spp. asociados a la pudricion del
tallo de maiz a partir de suelo

El andlisis microbiol6gico de suelo de lotes con historial de pudricion del tallo en Simijaca
(Anexo E), mostrd que los hongos fueron los organismos mas frecuentes y correspondieron
en orden de importancia a levaduras, Penicillium sp. Beauveria sp. Cladosporium sp. y
Aspergillus sp. destacandose la ausencia de Fusarium spp. En el caso de bacterias, los
organismos aislados con mayor frecuencia fueron identificados como pertenecientes a los
géneros Erwinia, Bacillus, Pantoea, Azotobactery Actinobacterias. El aislamiento de suelo
a partir de cebos de hojas de maiz y clavel después de 30 dias favorecio6 la formacién de

esporodoquios color salmon de F. subglutinans sobre el suelo (Figura 2-2a).

ST
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Figura 2-2. Captura de Fusarium subglutinans (FFSC) a partir de suelo con historial de pudricién
del tallo mediante cebos de hojas de clavel. A) colonizacion micelial y formacién de esporodoquios
de color salmoén sobre suelo de Simijaca con historial de pudricion del tallo 30 dias después del
montaje. B) suelo de uso no agricola +hojas de clavel. C) suelo con historial de pudricién del tallo +
hojas de clavel, y D) aislamiento directo de F. subglutinans en medio PDA-BOA a partir del micelio
crecido sobre las hojas de clavel cinco dias después de siembra.

Aunque el micelio se observé colonizando las hojas de maiz y clavel (Figura 2-2 by c), las
hojas de maiz no fueron un cebo exitoso por su rapida degradacién. Colonias de F.

subglutinans se obtuvieron mediante aislamientos directos a partir de hojas de clavel
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incubadas sobre suelo del lote de Simijaca con historial de pudricién del tallo (Figura 2-2d).
A partir del suelo sin uso agricola de la sabana de Bogota no se aislaron colonias de
Fusarium spp. por medio de la dilucién de suelo ni por el método de cebos y pocas colonias

de Aspergillus sp. y Penicillium sp. fueron detectadas.

2.4.3 Aislamientos de Fusarium spp. asociados a la pudricion del
tallo de maiz a partir de detritos

A partir de la siembra directa en medio PDA-BOA de detritos tamizados de suelo de lotes
con historial de pudricion del tallo en Simijaca se aislaron colonias de F. subglutinans con

una frecuencia de 100% (Figura 2-3).
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Figura 2-3. Aislamiento de F. subglutinans (FFSC) a partir de detritos de residuos de cosecha. A)
suelo de lotes comerciales de maiz con historial de pudricion del tallo, B) apariencia de las colonias
a partir de detritos sobre medio PDA-BOA diez dias después de siembra. C) macroconidias tipicas
del complejo fujikuroi y microconidias ovales y usualmente sin septos en medio CLA. D)
microconidias in situ formando falsas cabezas en medio CLA.
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2.4.4 Aislamientos de Fusarium spp. asociados a la pudriciéon del
tallo de maiz a partir de aire

La captura nocturna de esporas en un lote con residuos de cosecha en pie con presencia
de peritecios de F. graminearum visibles en el tallo indicé que hay flujo de esporas de este
en el aire (Figura 2-4a). Los medios BOA y PDA-BOA no mostraron crecimiento de colonias
10 dias después de la exposicién. El medio PDA y Agar Agua (WA) fueron los medios mas
efectivos para la captura de esporas de Fusarium spp. Al incubar las laminas de captura
con PDA o WA donde hubo crecimiento de colonias tipo Fusarium sobre el medio BOA se
observd crecimiento de F. graminearum (Figura 2-4b y c), confirmando asi que este
patégeno con capacidad de degradar 2-benzoxazolinone es transportado por aire siendo
esta una via efectiva de diseminacion de in6culo primario y secundario para la infeccién y
colonizacion area de plantas de maiz. Las colonias aisladas a partir del aire circundante
en cultivos de maiz correspondieron al morfotipo de colonia de F. graminearum aislada en
medio PDA-BOA a partir de secciones externas del tallo con presencia de peritecios

superficiales (Figura 2-4d).

Figura 2-4. Aislamiento de F. graminearum (FGSC) a partir de aire sobre medio BOA. A) espora
germinando de Fusarium sp. sobre medio agar-agua 24 horas después de la captura. B) trampa de
captura de medio agar-agua con colonias crecidas de Fusarium spp. diez dias después de la captura
y sembrada sobre medio BOA. C) crecimiento de colonias fangica de Fusarium sp. sobre medio
BOA quince dias después de siembra a 25 °C y D) aislamientos de F. graminearum a partir de
siembra directa de la colonia crecida sobre medio BOA en medio PDA-BOA diez dias después de
siembra a £25 °C.
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2.4.5 Frecuencia de aislamiento de Fusarium graminearum y F.
subglutinans durante el ciclo del cultivo

La frecuencia de aislamiento de Fusarium spp. se increment6 conforme la planta de maiz
alcanzé estados de desarrollo superiores. En estado de emergencia VE, el porcentaje de
aislamiento fue del 9%, en tanto que, para los estados de tres, seis, nueve hojas
verdaderas (V3, V6, V9) y espigamiento (VT) fue de 44%, 58%, 78% y 87%
respectivamente (Figura 2-5). A partir de residuos de cosecha el porcentaje de aislamiento
fue del 82%. La frecuencia de aislamiento de F. subglutinans'y F. graminearum muestra
que en el estado de desarrollo VE la mayoria de las semillas estan sanas (77%), el 5%
estan infectadas por F. subglutinans y el 4% por F. graminearum, en tanto que el 14%
presentan otros organismos como F. oxysporum, Rhizoctonia sp., Trichoderma spp.,

Rhizopus sp., Mucor sp., Aspergillus sp. 'y Penicillium sp.
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Figura 2-5. Dinamica de la frecuencia de F. subglutinans (FFSC) y F. graminearum (FGSC) en
distintos estados fenol6gicos del cultivo de maiz variedad regional Simijaca. VE: Emergencia; V3,
V6 y V9, tres, seis y nueve hojas verdaderas respectivamente; VT: espigamiento.

55%
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En estados de desarrollo V3 a V9, F. subglutinans y F. graminearum incrementaron su
frecuencia. En el caso de F. subglutinans la frecuencia de aislamiento fue del 30%, 29%,
37% y 63% en los estadios V3, V6, V9 y VT respectivamente en tanto que para F.
graminearum fue del 14%, 29%, 41% y 24% para estos estados de desarrollo en su orden.
Es de notar que en el estado de desarrollo V6 y V9 la frecuencia de aislamiento de F.
graminearum iguala y supera la de F. subglutinans, 1o que coincidié con el inicio de
sintomas visibles internos y externos en la planta en el estado de desarrollo de nueve hojas
verdaderas (V9). En residuos de cosecha por su parte, la frecuencia mas alta de
aislamiento correspondié a F. graminearum con 55% seguida de F. subglutinans con 27%.
La frecuencia de otros organismos como F. oxysporum, Rhizoctonia sp., Trichoderma sp.
Rhizopus sp., Mucor sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. 'y Pythium sp. fue igual o inferior
al 10% en los estados de desarrollo V3, V6, V9 y VT. En residuos de cosecha, estos
organismos representaron el 18%. Finalmente, la frecuencia de plantas o semillas sanas
pasa del 77% en el estado VE al 54%, 36%,18% y 7% en los estados de desarrollo V3, V6,

V9 y VT (Figura 2-5).

2.4.6 Efecto de la inoculacion de Fusarium spp. en el crecimiento
y desarrollo de maiz

El suelo proveniente de zonas no agricolas de la sabana de Bogota, empleado en este
ensayo fue probado como libre de Fusariumy pocas colonias de Aspergillus'y Penicillium
fueron detectadas. El efecto de la inoculacion individual de F. subglutinans, F.
graminearum'y su mezcla sobre la longitud de la planta y diametro del tallo y crecimiento
de plantas de maiz variedad regional Simijaca, respecto a semilla sin inéculo de Fusarium
spp. (control térmico) y semilla naturalmente infestada (control absoluto) se presenta en la

figura 2-6. Los resultados obtenidos muestran que la inoculacion individual de F.
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subglutinans y F. graminearum aumentd la longitud de la planta con relaciéon a los demas
tratamientos (P<0,001) (Figura 2-6a y Anexo H). La semilla libre de in6culo (control térmico)
mostrd una longitud de plantas intermedia entre las inoculadas individualmente con F.
subglutinans o F. graminearum y la semilla naturalmente infestada (control absoluto).
Plantas del control absoluto presentaron la misma longitud que plantas desarrolladas a
partir de semillas inoculadas con ambas especies de Fusarium. En cuanto al diametro del
tallo y el estado fenoldgico, los datos no se ajustaron a supuestos de normalidad en la
distribucion de los datos (datos no mostrados), sin embargo, se observo que la inoculacién
conjunta de F. subglutinans'y F. graminearum aumenta el diametro del tallo. La mediana
de los resultados obtenidos para el estado fenolégico de las plantas sugiere que las plantas
de maiz inoculadas con F. subglutinans tienen una hoja mas respecto a los demas

tratamientos.
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Figura 2-6. Efecto de la inoculacién de F. graminearum (FGSC), F. subglutinans (FFSC) y su
combinacion sobre la longitud de la planta (n = 40) de maiz variedad regional Simijaca, tres meses
después de siembra (V9) respecto al control absoluto y térmico. Letras diferentes denotan diferencia
estadistica (p< 0,05) segin Tukey.
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En resumen, la inoculacion individual de F. subglutinansy F. graminearum gener6 plantas
de mayor longitud, aunque con reduccion del didmetro del tallo, en contraste con la
inoculacion conjunta de ambas especies con la cual la longitud de la planta fue menor,
pero con un mayor diametro del tallo. En la figura 2-7 se presentan plantas de maiz bajo
los distintos tratamientos de inoculacion evaluados y su efecto en el vigor de las plantas y

el canopi de las plantas de los diferentes tratamientos a un metro de altura.

Figura 2-7. Efecto de la inoculacién de Fusarium spp. sobre el canopi (imagenes superiores) y vigor
(imagenes inferiores) de plantas de maiz variedad regional Simijaca tres meses después de
siembra. A) control absoluto: plantas provenientes de semillas usadas por agricultores naturalmente
infestada con Fusarium spp. B) control térmico: plantas provenientes de semillas desinfectadas por
medio de calor. C) plantas inoculadas con F. subglutinans (FFSC). D) plantas inoculadas con F.
graminearum (FGSC). E) plantas inoculadas con ambas especies de Fusarium.

2.4.7 Efecto de la infeccidon de Fusarium spp. sobre la lignificacion
del tallo de maiz

El suelo proveniente de zonas no agricolas de la sabana de Bogota, empleado en este
ensayo fue probado como libre de Fusariumy pocas colonias de Aspergillus 'y Penicillium
fueron detectadas. A nivel histoldgico, las plantas de maiz variedad regional Simijaca que
crecieron en ausencia de Fusarium spp. mostraron menor contenido cualitativo de lignina

respecto a plantas sometidas a alguna fuente de indculo en semilla o en suelo (Figura 2-
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8). Las plantas desarrolladas en usencia de in6culo manifestaron una distribucion de la
estela del xilema normal y la tincién de lignina en los vasos conductores de la misma. Las
plantas sometidas a presencia de in6culo, ademas de tefir los vasos conductores en la
estela, mostraron un mayor contenido de lignina en forma de un anillo ubicado en la parte
exterior en el tallo. Adicionalmente, plantas provenientes de semillas sin tratar (indculo
enddgeno de Fusarium spp.) presentaron mayor nimero de raices adventicias respecto a
semillas tratadas. En estas plantas, las raices adventicias se tifieron también de rosado al

ser tratadas con floroglucinol.

Figura 2-8. Efecto de la asociacién entre Fusarium spp. y maiz variedad regional Simijaca sobre la
acumulacion de lignina en el tallo 35 dias después de siembra evaluada mediante la tincion de
Weisner. A) plantas libres de patdégeno en suelo y semillas. B) plantas provenientes de semillas
usada por agricultores naturalmente infestada con Fusarium spp. y sembradas en suelo sin uso
agricola. C) plantas sin inéculo en la semilla y puestas a crecer en suelo con historial de pudricién
del tallo y D) plantas provenientes de semillas usadas por los agricultores y sembradas en suelo
con historial de pudricion del tallo. X: vasos conductores, RA: raices adventicias. Las flechas indican
la acumulacion de lignina en la parte exterior del tallo en forma de anillo.
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2.4.8 Deteccion de fumonisinas y deoxinivalenol en semillas de
maiz

El analisis de micotoxinas revel6 que la muestra evaluada de semilla de maiz variedad
regional Simijaca producida en el valle de Ubaté durante una epidemia de pudricién del
tallo no presenté contenidos detectables de fumonisinas B1, B2 y B3, ni de deoxinivalenol.
En contraste, en la semilla obtenida bajo condiciones de invernadero, se detecté 70 ug/Kg
de fumonisina B1 y trazas (<50 pug/Kg) de fumonisina B3 y no se detecté fumonisina B2 ni

deoxinivalenol (Tabla 2-1) (ver Anexo I).

Tabla 2-1. Contenido fumonisinas B1, B2, B3 y totales por HPLC acoplada a espectrofluorometria
y de deoxinivalenol por HPLC acoplada a UV en semilla variedad regional Simijaca procedente del
valle de Ubaté durante epidemias de pudricién del tallo en 2017 y semilla variedad regional Simijaca
obtenida bajo condiciones de invernadero en la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogoté
durante 2017. <LOQ: la concentracién encontrada es detectable, pero es menor al limite de
cuantificacion (<50 ug/Kg), N.D: No Detectable.

PESO FB1 FB2 FB3 F total deoxinivalenol
MUESTRA
(Kg) (ng/Kg) (ng/Kg) (ng/Kg) (ng/Kg) (ng/Kg)
, trazas N.D
Maiz UNAL 1 70 N.D <LOQ 70
Maiz Simijaca 1 N.D N.D N.D N.D N.D

2.4.9 Condiciones climaticas y de paisaje en el valle de Ubaté y su
relacién con eventos de pudricion del tallo de maiz

El clima en el municipio de Simijaca durante el afio 2016 estuvo marcado por un evento de
nifio tropical caracterizado por temperaturas promedio mensual de 13,18 °C, 81% de HR
y precipitacion de 429 mm (Figura 2-9). De esta forma hubo una disminucién de 125 mm
en los niveles de precipitacion respecto al registro histérico (554 mm) de 30 afios en dicha

localidad desde mayo a diciembre de 2016 (Figura 2-9a). El afio 2017 por su parte present6
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temperatura promedio mensual de 13,44 °C, 88% de HR y precipitacion de 670 mm para
el periodo de enero a septiembre, siendo superior en 74 mm al histérico de 596 mm. La
humedad relativa en ambos afios (Figura 2-9b) fue superior a los datos histéricos debido
a una disminucion marcada en la velocidad del viento (Figura 2-9f), no obstante, desde

junio hasta septiembre de 2016 el ambiente fue seco (HR< 80%).
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Figura 2-9. Comportamiento de variables climaticas desde mayo de 2016 a septiembre de 2017 en
el municipio de Simijaca, Cundinamarca con respecto a datos histéricos de 30 afos para esta
localidad. A) precipitacién acumulada por mes. B) humedad relativa promedio por mes. C)
temperatura méaxima promedio por mes. D) temperatura minima promedio por mes. E) delta de
temperatura calculado como la diferencia entre la temperatura maxima y minima y F) velocidad del
viento promedio por mes.
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La temperatura maxima promedio fue ligeramente superior a los histéricos (Figura 2-9c),
sin embargo, la temperatura minima promedio muestra una disminucién gradual de 9 °C a
5 °C desde mayo a septiembre de 2016 y una disminucion de 9 a 5 °C en el mes de febrero
de 2017 y de 9 a 8 °C en abril de 2017 (Figura 2-9d). Temperaturas maximas ligeramente
superiores y temperaturas minimas inferiores al promedio histérico indican una mayor
amplitud térmica que se refleja en términos del delta de temperatura (Figura 2-9e). En la
zona de estudio, los deltas de temperatura promedio histéricos correspondieron a 10 °C,
los cuales fueron inferiores respecto a los 13,82 °C registrados desde mayo a septiembre

de 2016 y los 12,76 °C registrados desde febrero a agosto de 2017
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Figura 2-10. Comportamiento de la temperatura minima y horas frio por dia desde mayo de 2016 a
agosto de 2017 en el municipio de Simijaca, Cundinamarca. Las flechas rojas indican eventos de
frio de alta intensidad (temperatura minima inferior a 10 °C por més de diez horas). Datos de clima
obtenidos con estaciones meteorolégicas IMETOS® en lotes comerciales de maiz.
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Los eventos acumulados de estrés por frio para el periodo de junio a septiembre de 2016
se asociaron al volcamiento tardio del maiz en la zona (Figura 2-10). En mayo de 2016, el
inicio del estrés se dio cuando los cultivos estaban en etapa de desarrollo de espigamiento

[oue ]

(VT) por ende el cultivo se volco de forma “tardia” en estados de desarrollo de aparicion
de estigmas (R1) (Figura 2-11a). Para el periodo de septiembre de 2016, el estrés por frio
se presentd en estado de emergencia (VE) y el volcamiento fue “temprano” en el ciclo del

cultivo en etapa de desarrollo de seis (V6) y nueve hojas verdaderas (V9) (Figura 2-11b).

Finalmente, las siembras de marzo de 2017 al estar bajo niveles de precipitacion por
encima a los reportes histéricos (200 mm) (Figura 2-9) presentaron un menor porcentaje
de volcamiento respecto al semestre anterior, sin embargo, los eventos individuales de
estrés por frio en abril, mayo, junio, julio y agosto de 2017 (Figura 2-10) se asociaron con
la manifestacion del volcamiento del maiz ocurrido uno o dos meses después de estos

episodios, dependiendo de la intensidad del frio.

Figura 2-11. Volcamiento en campos de maiz variedad regional Simijaca sembrados en el municipio
de Simijaca (Cundinamarca) durante 2016. A) lote de cinco meses sembrado en marzo el cual
estuvo expuesto a varios episodios intensos de frio entre junio y agosto de 2016 el cual se volco
tarde en el ciclo del cultivo (VT), (Fotografia: Alefsi David Sanchez Reinoso). B) lote de tres meses
sembrado en septiembre de 2016, el cual estuvo expuesto a varios episodios intensos de frio desde
la siembra hasta diciembre y se volc6 de forma temprana en el ciclo del cultivo (V9).
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Temperatura minima promedio inferior a 10 °C hasta por 6 horas (Figura 2-12) se asociaron
con mayores reportes de volcamiento de maiz para los meses de julio a septiembre de
2016 respecto a eventos de frio menos intensos como los presentados en abril y agosto
de 2017. Plantas desarrolladas a partir de semilla de la variedad regional Simijaca
proveniente de lotes con historiales de volcamiento y usada por los agricultores,
sembradas durante el primer semestre de 2017 en el Centro Agropecuario Marengo (CAM)
e invernaderos de la Universidad Nacional de Colombia en la Sabana de Bogota no
manifestaron sintomas de la enfermedad al igual que plantas provenientes de semilla de
maiz variedad ICA 508 sembradas en el CAM las cuales fueron asintomaticas aun cuando
Fusarium spp. fue aislado a partir de estos dos materiales vegetales (Figura 2-13 ay b). El
maiz variedad regional Simijaca y variedad regional Gama sembrado en zonas de ladera
en Simijaca y Gama (Cundinamarca) no desarrollaron sintomas de la enfermedad para
este periodo de tiempo (Figura 2-13 c y d) a pesar de que Fusarium spp. fue aislado en

estas variedades.
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Figura 2-12. Comportamiento de la temperatura minima promedio por mes, horas frio promedio por
dia y la precipitacion acumulada desde mayo de 2016 a septiembre de 2017 en el municipio de
Simijaca, Cundinamarca.
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Figura 2-13. Plantas asintomaticas de maiz sembrado en el Centro Agropecuario Marengo (CAM)
y el municipio de Gama (Cundinamarca) durante mayo de 2017. A y B) plantas sembradas en CAM.
A) variedad ICA 508. B) variedad regional Simijaca. C y D) plantas sembradas en Gama. C) variedad
regional Gama y D) variedad regional Simijaca.

No obstante, un evento de frio intenso presentado en la sabana de Bogota durante
septiembre de 2017 (Figura 2-14), propicié el desarrollo de sintomas asociados a pudricién
del tallo causada por Fusarium spp. en maiz variedad ICA 508 y en la parte aérea de

plantas de la variedad regional Simijaca sembradas en el CAM (Figura 2-15).
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Figura 2-14. Comportamiento de la temperatura minima y las horas frio por dia durante septiembre
de 2017 en el Centro Agropecuario Marengo (CAM) ubicado en el municipio de Mosquera,
Cundinamarca asociadas a pudricién del tallo y afectacion de la parte aérea de la planta de maiz
ICA 508 y variedad regional Simijaca.
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Figura 2-15. Sintomatologia en plantas de maiz variedad regional Simijaca sembrada en el Centro
Agropecuario Marengo (CAM) en el municipio de Mosquera, Cundinamarca, un mes después del
episodio estrés por frio. A) plantas sintomaticas en campo con necrosis exterior evidente del tercer
entrenudo. B) corte longitudinal de la base del tallo donde no se aprecia dafio en el cuello. C) corte
longitudinal de estratos superiores de la planta donde se evidencia la sintomatologia asociada con
Fusarium spp. D) corte longitudinal y E) corte transversal de una seccién del tallo sintomatico.
(Fotografias: Sandra Gémez Caro).

2.5 Discusion

En semillas de maiz variedad regional Simijaca, aunque en valores bajos las especies
aisladas mas frecuentes correspondieron a F. subglutinans (FFSC) (5%) y F. graminearum
(FGSC) (4%). La presencia de estas dos especies en plantas de maiz se incrementd desde
el estado de desarrollo V3 a V9. En este estudio, se encontrd que cuando la frecuencia de
aislamiento de las dos especies es similar o la frecuencia de F. graminearum iguala y
supera la frecuencia de aislamiento de F. subglutinans a partir de tejido de la planta, los
sintomas externos asociados a la pudricion del tallo como enanismo, clorosis y
antocianocencia, fueron visibles bajo condiciones campo en plantas con nueve hojas
verdaderas (V9). Estos resultados indican que estas dos especies estan asociadas con el
maiz variedad regional Simijaca en la mayoria de los estados del ciclo de crecimiento

vegetal al igual que se ha reportado para Fusarium verticillioides (FFSC) en maiz (Schulz
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et al. 1999a) variando entre biétrofo asintomatico a patégeno hemibiétrofo dependiendo

del ambiente biotico y abiético de la planta (Bacon et al. 2008).

El analisis microbiolégico del suelo de lotes con historial de pudricion del tallo en Simijaca,
mostré la ausencia de F. subglutinansy F. graminearum, en tanto se confirmé la presencia
de estas dos especies en detritos y residuos de cosecha mediante el analisis en medio
PDA enmendado con BOA. Por lo anterior, se puede considerar que la fuente principal de
in6culo en el suelo se encuentra en los residuos de cosecha, lo cual coincide con lo
reportado por Cotten y Munkvold (2007), Manzo y Claflin (1984) y Nyvall y Kommedahl
(1970). Dado que F. subglutinans no forma estructuras de resistencia tipo clamidosporas
y en F. graminearum son de lenta formacién (Leslie y Summerell, 2006) y que el micelio y
esporas residen principalmente sobre los detritos de cosecha de maiz no fue posible
detectar in6culo de Fusarium spp. a partir del suelo aun en lotes con historial de

volcamiento.

Solo un limitado numero de especies de Fusarium han mostrado tener la capacidad de
detoxificar BOA y la mayoria de las especies de Fusarium tolerantes a BOA tienen
asociacion hospedero (Bacon et al. 2008). Por lo anterior, es probable que F. subglutinans
y F. graminearum tengan asociacion hospedero con el maiz variedad regional Simijaca. La
deteccion nocturna de F. graminearum (FGSC) en el aire de fincas productoras de maiz
en el valle de Ubaté confirma que este patégeno de maiz con capacidad de degradar 2-
benzoxazolinone (BOA) es transportado por aire, siendo esta una via de diseminacion del
indculo primario y secundario efectiva para la colonizacién area del maiz. F. graminearum
(FGSC) sobrevive sobre detritos de maiz hasta que las condiciones se hacen favorables

para la esporulaciéon (Default et al. 2006). Las esporas se liberan predominantemente en
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la noche debido al aumento en la humedad relativa y a una inversién de la capa de aire de

rapido enfriamiento formada en la superficie de la tierra (Schmale y Bergstrom, 2004).

F. verticillioides (FFSC) esta presente en la semilla, infecta las raices, coloniza el tallo de
manera ascendente y finalmente es aislado internamente de las semillas producidas por
estas plantas (Bacon et al. 2001). En este trabajo, se observo el mismo comportamiento
de F. subglutinans (FFSC) y F. graminearum (FGSC) reportado por estos autores. Duncan
y Howard (2010) reportan que F. verticillioides (FFSC) se disemina verticalmente a través
de la semilla en tanto que la diseminacién horizontal es mediada por la planta a través del
aire y/o gotas de lluvia tal como lo ha reportado Ooka y Kommedahl (1977). Los insectos,
en especial barrenadores del tallo y cogollo es probable que actien tanto como agentes
de dano fisico para la planta y la mazorca, asi como un vehiculo del inéculo y con ello

constituyan otra via de diseminacion de Fusarium spp. (Windels et al. 1976).

Distinto a F. graminearum (FGSC) reportado como homotalico por Leslie y Summerell,
(2006), F. subglutinansy F. verticillioides son heterotalicos, en los cuales esta condicién,
junto con la fertilidad femenina y otros factores de desarrollo podrian explicar por qué los
peritecios de F. verticillioides sean raramente observados en la naturaleza pese a que son
facilmente inducibles en laboratorio y es posible que lo mismo ocurra con F. subglutinans.
Analisis de compatibilidad sugieren, sin embargo, que la reproducciéon sexual de F.
verticillioides es comun (Munkvold, 2003). Es claro que diferente a F. graminearum (FGSC)
donde las ascosporas funcionan como inéculo primario, la reproduccion sexual en F
verticillioides y otras especies dentro del complejo fujikuroi (FFSC) contribuye a la

diversidad genética pero no es parte esencial de su ciclo de vida (Blacutt et al. 2018).
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En este estudio, la inoculacion individual de F. subglutinans 'y F. graminearum en maiz
variedad regional Simijaca, permitié tener plantas de mayor longitud. El didmetro del tallo
por otro lado es disminuido. En contraste, la inoculacién conjunta de ambas especies
permitié plantas de menor longitud con aumento en el diametro del tallo. Estos resultados
indican modificaciones en el crecimiento y desarrollo de las plantas de maiz sujetos a la
presencia de determinada especie de Fusarium. Estos resultados concuerdan con otros
estudios donde se ha observado promocién del crecimiento y desarrollo en términos de la
altura, didmetro del tallo y peso de plantulas de cuatro semanas de edad e inoculadas con
F. verticillioides (FFSC) (Yates et al. 1997). Otros estudios en campo muestran que plantas
inoculadas con F. verticillioides (FFSC) presentan igual altura que plantas provenientes de
semillas no inoculadas aunque con algunos incrementos en el rendimiento (Yates et al.
2005). Aumentos en el crecimiento de plantas a causa de la inoculacién de Fusarium
equiseti, endofito de arveja (Pisum sativum L.) fue también detectado cuatro semanas

después de la inoculacion (Sisic et al. 2016).

En este estudio, el diametro del tallo fue la variable que mostré6 comportamiento contrario
al mostrados por Yates et al. (1997) ya que la inoculacién individual de Fusarium sp.
disminuy6 el didmetro y solamente la inoculacién conjunta de F. graminearum y F.
subglutinans la incrementé. La mediana del estado fenolégico observada, sugirié que las
plantas inoculadas con F. subglutinans tienen fenolégicamente una hoja mas con respecto
a la inoculacién de F. graminearum, o la inoculaciéon conjunta de ambas especies,
resultados que se ajustan a la promocion del desarrollo observada por Yates et al. (2005)

y Yates et al. (1997).

El aumento de deposicion de lignina observada en los tallos de maiz variedad regional

Simijaca infectados con Fusarium spp. concuerda con los estudios desarrollados por Yates
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et al. (1997) donde se detectaron diferencias anatomicas en la sintesis de lignina entre
brotes de maiz no infectados e infectados con F. verticillioides (FFSC) 14 dias después de
la siembra. El aumento cualitativo en la deposicion de lignina en los brotes de plantulas de
maiz infectadas por Fusarium spp., encontrados en este estudio, podria incrementar la
rigidez del tallo y podria ser un mecanismo estructural generado por esta asociacién para
impedir el crecimiento fungico dentro del tallo (Borja et al. 1995; Irizarry y White, 2018;

Vance et al. 1980).

En las semillas de maiz evaluadas provenientes de cultivos en Simijaca, no se detectaron
fumonisinas y deoxinivalenol, en tanto que, se encontraron fumonisinas B1 y trazas de
fumonisinas B3 en la semilla obtenida bajo condiciones de invernadero en la sabana de
Bogota. Este resultado se puede explicar por el efecto de la temperatura, ya que en campo
las temperaturas promedio fueron de 13,3 °C (maximos hasta de 22 °C y minima hasta de
5 °C) que no favorecen la formaciéon de micotoxinas como lo reportan Bacon et al. (2008)
ya que, las condiciones calidas y secas después de la floracién en verano pueden resultar
en incremento del contenido de fumonisinas y pudricion de mazorcas (Bacon et al. 1994).
Mayores temperaturas promedio y favorables para la produccion de micotoxinas se
obtuvieron bajo invernadero las cuales estuvieron en promedio en 25 °C. Las condiciones
frias presentadas en Simijaca, son similares a las condiciones en lowa 1992 donde una
reduccion en el contenido de fumonisinas en el maiz fue atribuida a un ciclo de produccion
hamedo vy frio de forma que las plantas no estuvieron sometidas a estrés por calor o falta
de humedad (Shepherd et al. 1996). En este estudio no se detectd presencia de
micotoxinas en semillas de maiz obtenidas en campo en lotes en plena epidemia de

pudricion del tallo.
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Dado que la mayoria de los genotipos de maiz tienen componentes genéticos para la
resistencia a hongos asociados a la pudricion del tallo, la identificacion de la (s) especies
de hongo (s) asociados a la pudricion del tallo con raras excepciones contribuye al control
de la pudricion del tallo y la interaccion hospedero-ambiente es la condicién pertinente a
analizar (Dodd, 1980). Dos variables climaticas de las evaluadas en esta investigacion se
consideraron que tienen mayor impacto sobre la pudricién del tallo del maiz variedad
regional Simijaca: el déficit hidrico y la temperatura minima. Distinto a F. verticillioides
(FFSC), la frecuencia F. subglutinans (FFSC) y F. temperatum (FFSC) es mayor con
temperaturas medias de 18 °C o menores (Czembor et al. 2015). En el valle de Ubaté
durante el ano 2016/2017 el clima fue predominantemente frio y seco. Reportes de
literatura mencionan tanto a F. graminearum (FGSC) como a F. subglutinans (FFSC) como
especies frecuentemente aisladas en las zonas de produccién de maiz de clima frio

(CIMMYT, 2004; Czembor et al. 2015).

En la zona de estudio, a mayores niveles de precipitacion (2017) un menor volcamiento de
maiz se report6 respecto un afno seco (2016). El frio desglosado en dos variables como la
temperatura minima promedio y el promedio de horas frio por dia en término de nimero
de horas con temperaturas inferiores a 10 °C, brindaron informacion complementaria.
Cuando se present6 alta intensidad de frio (temperatura minima promedio por debajo de
los 10 °C hasta por 6 horas) un mayor volcamiento de maiz fue reportado en campo
respecto a eventos de frio menos intensos. No obstante, como afecten estas dos variables
el porcentaje de volcamiento, depende también del estado fenoldgico del maiz en el cual
es afectado. Por ende, cultivos mas desarrollados que son afectados por sequia y/o frio
tienden a volcarse de forma tardia en tanto que los cultivos jovenes tienden a volcarse de
forma temprana uno a dos meses después, dependiendo de la intensidad de estas

condiciones de estrés.
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Temperaturas por debajo de -2 °C por unas pocas horas pueden ser letales para las
plantulas de maiz y podrian matar el punto de crecimiento aun si este esta por debajo del
suelo (Nielsen, 2001). La investigacion ha mostrado que temperaturas iguales o inferiores
a 10 °C y la prolongada exposicién son las mas daninas para el proceso de germinacién y
emergencia, especialmente si estas persisten por mucho tiempo después de la siembra y

el dafno serd mayor en suelos pesados o de pobre drenaje (Saab y Steve, 2006).

Simijaca es un municipio ubicado en medio del valle de Ubaté con zonas planas rodeadas
de cadenas montanosas que regulan el flujo de masas de aire. El aire frio se concentra en
las zonas bajas, en tanto que fluye en las laderas de las montafas. Lo anterior se acentu6
en la zona de estudio por la marcada disminucion en la velocidad del viento para la época
(Figura 2-9f). Esta condicién de paisaje tiene consecuencias epidemioldgicas sobre la
pudricion del tallo de maiz por el movimiento de masas de aire frio y dispersion de indculo
de (los) patégeno (s) asociados, dandole una naturaleza localizada en el valle y zonas de
escape en las laderas u otras zonas de produccién. Plantegenest et al. (2007) mencionan
que cualquier caracteristica del paisaje que influencie el movimiento del aire podria
impactar la diseminacién del patégeno en razén a que sus propagulos o artrépodos
vectores son generalmente organismos pequefnos que son transportados pasivamente por
el viento. De la misma forma, el efecto de las estructuras del paisaje sobre el movimiento

del aire es probable que impacten la deposicién de esporas (Schmale et al. 2006).

En este estudio, el estrés de alta intensidad por frio y la sequia presentada durante un
evento de nifio tropical durante 2016/2017 pudo haber hecho migrar una relacién
normalmente en balance y sin efecto detrimental entre el maiz variedad regional Simijaca
y F. graminearumy F. subglutinans a una interaccidén patogénica de forma que la repentina

epidemia de pudricién del tallo ocasionada por Fusarium spp. en la zona, se le considere
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como una enfermedad emergente de la cual no se tenia un diagnéstico preciso aun cuando

sea una enfermedad de reconocida importancia en otras partes del mundo.

En el trépico, las condiciones de temperaturas frias o cdlidas son principalmente
homogéneas durante todo el ciclo del cultivo de forma que la pudricién del tallo se
manifiesta Unicamente cuando hay un desbalance entre la planta y su ambiente biético y
abidtico (el fitobioma) (Hawkes y Connor, 2017). Enmarcados en el concepto del balance
fotosintético entre el estrés y la translocacion planteado por Dodd (1980), el estrés por frio
y sequia presentados en la zona fueron los detonantes que favorecieron la pudricion del
tallo a causa de F. graminearum y F. subglutinans en el valle de Ubaté. Este concepto
aplica para la variedad regional Simijaca por lo que a futuro una més acertada forma para
predecir la vulnerabilidad de esta y otras variedades de maiz de clima frio a la pudricién
del tallo por Fusarium spp. debe incluir su exposicion al frio y la condicién de sequia, de
forma que los esfuerzos futuros en los programas de mejoramiento de variedades sean
consistentes con el alto rendimiento y el bajo porcentaje de plantas con pudricién del tallo

en campo.

2.6 Conclusiones

i.  Fusarium graminearum (FGSC) y F. subglutinans (FFSC) se encontraron
principalmente sobre los detritos y residuos de cosecha del cultivo y en la semilla
de la variedad regional Simijaca. De igual forma, se confirmé el movimiento del
inéculo de F. graminearum por medio del aire.

i. El'maiz variedad regional Simijaca se encontré asociado con F. graminearumy F.
subglutinans en todos los estados de desarrollo del cultivo, y el aumento de la

proporcion de aislamientos de F. graminearum respecto a F. subglutinans en
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Vi.

estados de desarrollo V6 a V9 coincidié con el desarrollo de sintomas visibles de la
enfermedad en campo cuando la planta tenia nueve hojas verdaderas (V9).

El efecto de la asociacién entre F. subglutinans'y F. graminearumy maiz se reflejo
en el aumento de la longitud de la planta, la reduccion del diametro del tallo y el
aumento cualitativo del contenido de lignina en el tallo. La inoculacién individual de
F. subglutinans y F. graminearum generd 90 dias después de siembra, plantas de
mayor longitud, aunque con diametro del tallo reducido, comparadas con la
inoculacion conjunta de ambas especies.

La incidencia de la pudricion del tallo y su impacto sobre el cultivo de maiz
dependera de la intensidad y duracién de la condicion de estrés por frio o sequia y
también del estado de desarrollo de las plantas.

La frecuencia de eventos de frio y sequia debidos al aumento de la amplitud térmica
en la zona se asociaron con escenarios de cambio climatico, por lo que es de
esperarse que la pudricion del tallo y posterior volcamiento se presente con mas
frecuencia en la zona, sin que esto implique la contaminaciéon del grano con
micotoxinas.

La naturaleza de esta asociacién planta-patégeno, las fuentes de inéculo y las
condiciones climéaticas conductivas para el desarrollo de la enfermedad son un
instrumento fundamental para el disefio de estrategias de manejo de la pudricion
del tallo en el valle de Ubaté y zonas de produccién de maiz de clima frio en el

trépico andino.
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3.Capitulo Ill: Efecto del potencial de in6culo
de Fusarium graminearum y Fusarium
subglutinans en semilla y residuos de
cosecha sobre la pudricion del tallo,
volcamiento, crecimiento y rendimiento de
plantas de maiz de clima frio (Zea mays L.)
en el valle de Ubaté

3.1 Resumen

Se han reportado efectos variables de practicas de cultivo que inciden sobre el potencial
de indculo, incidencia y volcamiento de maiz a nivel comercial. Los resultados obtenidos
de diferentes practicas evaluadas bajo condiciones comerciales en Simijaca
(Cundinamarca) mostraron un efecto significativo del historial del lote del cultivo sobre la
germinacion de semillas de maiz con mayores valores en lotes con presencia de residuos
del cultivo. En cuanto a la altura de la planta y el diametro del tallo, los mayores valores se
obtuvieron en lotes con rotacion, valores intermedios donde se retiraron los residuos de
cosecha y bajos donde se mantuvieron. Por su parte, la incidencia de la pudricion del tallo
y didmetro de la mazorca fue mayor donde se dejaron los residuos de cosecha, intermedia
donde se retiraron y baja en la rotacién de cultivos. El historial del lote del cultivo y los
tratamientos térmicos de la semilla de forma individual, no tuvieron efecto significativo
sobre el porcentaje de volcamiento, sin embargo, el tratamiento con calor seco a 50 °C en
el lote de rotacion presentdé menor porcentaje de volcamiento con una reduccién del 54%.
En cuanto a parametros de rendimiento, la rotacion tuvo un efecto negativo sobre el fitness
del cultivo, reduciendo a la mitad el nUmero de mazorcas aptas para cosecha pese que se

obtuvieron los mayores valores de altura de plantas y diametro del tallo en este historial
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del lote del cultivo. Los lotes con historial maiz-maiz, donde se retiraron o no los residuos
de cosecha obtuvieron el doble de la produccién. Lo anterior, destaca la importancia de la
asociacién del maiz variedad regional Simijaca con Fusarium graminearum (Fusarium
graminearum species complex) (FGSC) y Fusarium subglutinans (Fusarium fujikuroi
species complex) (FFSC) en el valle de Ubaté. En sintesis, periodos de rotacion de cultivo
mayores a un ano no son deseables y el manejo del potencial de inéculo en los residuos
de cosechay en la semilla en el corto plazo, permite obtener mayor rendimiento del cultivo.

Lo anterior siempre y cuando se implementen estas medidas de manejo en forma conjunta.

3.2 Introduccion

El interés en la labranza cero o labranza de conservacidén y cultivos multiples se ha
incrementado en las dos Ultimas décadas debido a la escasez y costo elevado de
combustibles fosiles, escases de alimento a nivel mundial y preocupacion por la erosion
del suelo. Aunque en algunos casos las practicas de labranza minima pueden reducir la
severidad de enfermedades por las conservacion de la humedad del suelo previniendo el
estrés por sequia para las plantas (Dodd, 1980a), en otras ocasiones la severidad de

enfermedades se puede incrementar (Broders et al. 2007).

Los sistemas de rotacién maiz-soja 0 maiz-soja-trigo en combinacion con labranza minima
o sistemas sin labranza, por ejemplo, ayudan a conservar el suelo, prevenir la erosién, e
incrementar el contenido de materia organica. No obstante, pueden favorecer la
supervivencia de Fusarium graminearum (Fusarium graminearum species complex)
(FGSC) debido a que Fusarium spp. sobrevive sobre detritos de maiz y de soja (Broders
et al. 2007). El alto nivel de residuos vegetales sobre la superficie del suelo previene al

suelo de la sequia y calentamiento en contraste con un suelo que ha sido mecanizado, sin
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embargo, de esta forma se incrementa el tiempo que requiere la semilla para germinar
debido a la disminucion de la temperatura, lo que predispone a las plantulas a la infeccién

por patégenos de suelo (Broders et al. 2007).

Tradicionalmente, los residuos de maiz han sido considerados una fuente de inéculo mayor
de hongos fitopatégenos de maiz. Los residuos sobre la superficie son la principal fuente
de inéculo de Colletotrichum graminicola, Cercospora zeae-maydis, Setosphaeria turcica,
Kabatiella zeae y Bipolaris maydis. Todas las enfermedades asociadas a estos patégenos
han mostrado incremento en la severidad en situaciones de labranza minima o sin labranza
(Cotten y Munkvold, 2007). La relevancia de los residuos del cultivo como una fuente de
in6culo depende de la cantidad de residuos, la tasa de descomposicion y actividad
microbial, los cuales podrian influenciar tanto la degradaciéon de residuos y el crecimiento

de patdégenos (Quemada, 2004; Stroo et al. 1989; Takeuchi, 1987; Unger, 1994).

Dentro del género Fusarium, en varias especies se reportan los residuos del cultivo como
un elemento clave en su epidemiologia, y la supervivencia, produccién de inoculo, y
dispersion los cuales estan influenciados por el ambiente. F. graminearum esta
principalmente modulado por la temperatura y humedad en la capa de residuos del cultivo
(McMullen et al. 2012). Los principales factores que influencian la produccion de peritecios
y ascosporas de este hongo son la luz (Tschanz et al. 1976), temperatura (Dufault et al.
2006) y humedad (Manstretta y Rossi, 2015). Manzo y Claflin (1984), encontraron que las
conidias e hifas de Fusarium verticillioides (FFSC) sobrevivieron inviernos de Kansas en
los tallos de sorgo sin ninguna pérdida de viabilidad. Por su parte, Nyvall y Kommedahl
(1970) estudiaron la supervivencia de F. verticillioides por ocho meses en los residuos de
los tallos de maiz en un campo en lowa y observaron un mayor periodo de supervivencia

para los residuos enterrados a 30 cm que en los residuos de superficie.
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El papel del tamario y la profundidad de entierro de los residuos de cosecha de maiz en la
supervivencia de F. verticillioides (FFSC), F. proliferatum (FFSC) y F. subglutinans (FFSC)
fue evaluado por Cotten y Munkvold (2007). Después de 630 dias, estas especies de
Fusarium fueron recuperadas entre un 0 y 50% de fragmentos del tallo inoculados en un
campo de monocultivo de maiz, del 0 al 28% de piezas del tallo puestas en un campo de
rotacion maiz/soya/avena y de un 0 a 25% de las piezas del tallo no inoculadas en ambas
localidades. Para este tiempo, la supervivencia fue mayor en los residuos sobre la
superficie. Este estudio confirmé que F. verticillioides, F. proliferatum y F. subglutinans
pueden sobrevivir al menos 630 dias en los residuos sobre la superficie o enterrados lo
que demuestra que los residuos de maiz pueden actuar como una fuente de inéculo de

largo tiempo para la infeccion de plantas de maiz por estas tres especies de Fusarium.

El entierro de detritos para destruir fitopatbgenos es una practica agricola ancestral
(Drayton, 1929), el manejo de los residuos de cosecha a través de la rotacion o
mecanizacion se sugiere como una medida de control de enfermedades en maiz, pero hay
poca evidencia demostrando convincentemente el éxito de este enfoque (Sumner et al.
2003). La relacion entre la presencia de residuos en el campo y la severidad de la
enfermedad no es clara (Cotten y Munkvold, 2007). Leslie et al. (1990) encontraron que F.
verticillioides fue comun en el tejido hospedero, pero no en los residuos de cosecha o
suelo. En un sistema de rotacién maiz/soja, la supervivencia de las especies de Fusarium
por mas de un afo podria ademas incrementar la importancia de los residuos como una

fuente de indculo para la infeccion del grano (Cotten y Munkvold, 2007).

La mayoria de los hongos toxigénicos como es el caso de F. graminearum (FGSC) y F.
subglutinans (FFSC) sobreviven en residuos del cultivo y el manejo de los residuos en

superficies a través de la rotacidén de cultivos 0 mecanizacion ha sido investigada como
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una tactica para la reduccion de micotoxinas. En un estudio las concentraciones de
deoxinivalenol (DON) fueron significativamente afectadas por la rotacién de cultivos, los
niveles de DON fueron mas de dos veces mayores cuando maiz seguia maiz en la rotacién
(Schaafsma et al. 2001). En general, la presencia de los residuos de maiz parece ser un
factor importante contribuyendo a la contaminacién de DON en trigo. El riesgo de niveles
no aceptables de DON en trigo o cebada pueden ser reducidos por la no siembra de estos

cultivos en campos con residuos de maiz sobre la superficie (Munkvold, 2003).

Otra fuente de in6culo de Fusarium spp. corresponde a la semilla (Duncany Howard, 2010;
Machado et al. 2003; Munkvold et al. 1997). Existen diversos estudios sobre tratamientos
para el control de enfermedades en semilla en el mundo (Bennett y Colyer, 2010; Clear et
al. 2002; Coutinho et al. 2007; Daniels, 1983). Clear et al. (2002) evaluaron el porcentaje
de incidencia de F. graminearumy la viabilidad de las semillas de trigo y cebada luego de
ser tratadas con calor en seco. Los autores encontraron que, bajo tratamientos con calor
en seco durante 15 dias a 60 °C, 5 dias a 70 °C y 2 dias a 80 °C, hubo una completa
eliminacion de F. graminearum de las semillas de trigo sin una reduccion significativa de
la germinacion. Por otro lado, en semillas de cebada, F. graminearum fue eliminado solo
después de 21 dias a 60 °C, 9 dias a 70 °C o 5 dias a 80 °C presentando una reduccién
significativa de la germinacion bajo tratamientos por 10 dias a 80 °C. Coutinho et al. (2007)
evaluaron la calidad sanitaria y fisiologica de semillas de maiz sometidas a tratamientos
con calor en humedo realizados con agua caliente a 60 °C. Los tratamientos con calor de
10 y 20 minutos redujeron significativamente el porcentaje de ocurrencia de F. verticillioides
en las semillas, aunque redujeron significativamente la tasa de germinacion de las semillas

y alteraron el patrén electroforético si se comparan con el tratamiento de cinco minutos.
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Teniendo en cuenta lo anterior, este capitulo evalla el efecto de la disminucién del
potencial de in6culo de F. graminearum (FGSC) y F. subglutinans (FFSC) en lotes
comerciales en Simijaca (Cundinamarca) mediante el manejo de residuos de cosecha en
sistemas de siembra en monocultivo y rotacion de cultivos junto con el tratamiento térmico
y quimico de la semilla sobre la incidencia de pudricion del tallo y posterior volcamiento de
plantas, el crecimiento y rendimiento del cultivo de maiz variedad regional Simijaca en el

valle de Ubaté.

3.3 Metodologia

3.3.1 Tratamientos evaluados

Un dia previo al montaje del experimento, semillas de maiz Simijaca se pusieron en
imbibicion en agua corriente de llave por cuatro horas, trascurrido este tiempo se trataron
por calor a temperaturas de 50 °C, 55 °C y 60 °C por medio de su exposicién a calor seco
(Bennett y Colyer, 2010) en un camara de calor (Model FD 23, BINDER, Germany) o calor
hiamedo mediante agua caliente (Daniels, 1983) en un evaporador (Waterbath B-480,
BUCHI Labortechnik AG, Switzerland). En el horno, el tiempo de exposicién fue de 10
minutos, el tratamiento a 50 °C en bafno Maria fue de 10 minutos en tanto que los
tratamientos a 55 °C y 60 °C se realizaron por 5 minutos. Como tratamiento comercial se
evalud el tratamiento a la semilla usado por los agricultores basado en la mezcla de los
ingredientes activos Thiabendazole (0,2 g de i.a /Kg), Metalaxil + Propamocarb (5,0 g de
i.a /Kg), Clorhidrato de Oxitetraciclina + Sulfato de Gentamicina (2,0 g de i.a /Kg) y
Carboxim + Thiram (4,0 g de i.a /Kg). El estudio consider6 un control correspondiente a la

semilla sin ningun tratamiento.
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3.3.2 Montaje de los ensayos en campo

Las evaluaciones fueron realizadas durante los meses de marzo a agosto en el afo 2017.
Las semillas tratadas y control fueron llevadas a campo en dos localidades en el municipio
de Simijaca, (Cundinamarca, Colombia) en la finca de Oscar Reina (5°N 29" 507", -73°W
49 47°") en un area de 480 m?y Francisco Cristancho (5°N 29°417", -73°.49°17"") en un
area de 960 m? Los dos lotes seleccionados tenian historiales de manejo distinto, el
primero sin siembra de maiz por un periodo de dos anos y cuyo ultimo cultivo fue calabacin,
y el segundo con siembra en monocultivo de maiz por un periodo de dos afos. A este
ultimo, se le realizaron dos manejos de residuos de cosecha, en la mitad del lote se
retiraron los residuos de cosecha y en la otra parte se mantuvieron durante el tiempo del

estudio.

En ambos lotes se tomaron muestras de suelo a una profundidad de 30 cm al inicio del
estudio para analisis quimico y textural. EI manejo del cultivo en todos los tratamientos
evaluados fue el convencional de la zona y Unicamente se fracciond la fertilizacién
normalmente usada por los agricultores en tres aplicaciones durante el desarrollo
vegetativo del cultivo cuando la planta tuvo tres, seis y nueve hojas verdaderas (V3, V6 y
V9 respectivamente) segun la escala propuesta por Ritchie et al. (1996). La distancia de
siembra entre hileras fue de 0,9 m y entre plantas de 0,5 m, con una densidad de 22000

plantas por hectarea.

3.3.3 Variables avaluadas

En este ensayo, se evalué para cada uno de los tratamientos el porcentaje de germinacion

de la semilla y se determiné el nUmero de plantas establecidas un mes después de
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siembra. Mes a mes, se midié la altura de la planta de cinco plantas desde la base hasta
el cogollo o la espiga segun la etapa de desarrollo, el diametro de la base del tallo de 10
plantas, la incidencia de la pudricién del tallo por tratamiento, considerando como
afectadas plantas que presentaban sintomas de clorosis, antocianocencia y enanismo y el
porcentaje de volcamiento para cada tratamiento. Los periodos de evaluacion coincidieron
con los estados de desarrollo tres (V3), seis (V6), nueve (V9) hojas verdaderas y aparicion
de la espiga (VT) donde se alcanza la altura final de la planta e inicio de la formacion de la
mazorca con la apariciéon de estigmas (R1) segun la escala propuesta por Ritchie et al.
(1996). El rendimiento en términos del niumero y peso total de mazorcas y el nUmero de
mazorcas por planta fue determinado por tratamiento, en tanto que, el diametro y longitud
de la mazorca se evalud sobre 10 mazorcas en el punto final de evaluacion cinco meses
después de siembra cuando la mazorca estaba en estado choclo con el 40% de materia

seca y grano lechoso (R4) (Ritchie et al. 1996).

3.3.4 Diseio experimental

El ensayo se desarroll6 bajo un disefio de parcelas divididas con tres parcelas principales
(historial del lote del cultivo) y ocho subparcelas (tratamientos a la semilla incluyendo el
control) con cuatro repeticiones y bloqueo de la variable tiempo, excepto para la variable
del porcentaje de volcamiento donde el tiempo no fue considerado como bloque. Cada
tratamiento se sembré en un area de 15 m2 Los datos fueron analizados usando el
programa estadistico SAS v 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA). Los datos de las variables
porcentaje de germinacidén, numero y peso total de las mazorcas, nimero de mazorcas por
planta y longitud de la mazorca fueron sujetos a andlisis de normalidad, analisis de
varianza y comparadas bajo la prueba de Tukey o Duncan con un nivel de significancia de

0,05. Los datos del diametro del tallo, diametro de la mazorca, porcentaje de volcamiento
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fueron transformados por medio de raiz cuadrada; la variable altura de la planta se
transformé con la potencia 0,07, y la incidencia de la pudriciéon del tallo por medio de
logaritmo natural. Una vez transformados, los datos fueron sujetos a analisis de
normalidad, analisis de varianza y comparacién multiple bajo la prueba de Tukey o Duncan
con un nivel de significancia de 0,05. Los analisis de varianza (ANOVA) de las variables

mencionadas se muestran en el Anexo J.
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3.4 Resultados

3.4.1 Efecto de tratamiento de semillas, manejo de residuos e
historial del lote del cultivo sobre la pudricion del tallo y
volcamiento de maiz variedad regional Simijaca

En cuanto al comportamiento de la incidencia de la enfermedad (Figura 3-1a), teniendo en
cuenta la sumatoria de sintomatologias externas tales como clorosis, antocianocencia y
enanismo asociadas a la pudricidén del tallo antes de ocurrir el evento del volcamiento, se
encontré que, con respecto a historiales del lote del cultivo, la rotacién de cultivos con
especies distintas a gramineas por 24 meses redujo significativamente la incidencia de la
enfermedad (P=0,0376). Aunque no hubo diferencia estadistica entre el retiro o no de
residuos de cosecha, en el monocultivo de maiz se evidencié una tendencia a presentar

menores valores de enfermedad retirando los residuos de cosecha del lote.
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Figura 3-1. Incidencia de la pudricion del tallo de maiz variedad regional Simijaca bajo tres
historiales del lote del cultivo y condiciones de manejo de residuos. A). segun historial del lote del
cultivo donde letras diferentes denotan diferencias estadisticas segun Tukey (p<0,05) y B)
comportamiento de la incidencia de la pudricion del tallo en el tiempo en los estados de desarrollo
de seis y nueve hojas verdaderas (V6, V9), espigamiento (VT) e inicio de la formacion de la mazorca
(R1).
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Entre fechas de evaluacion el comportamiento de la incidencia de pudricion del tallo no fue
estadisticamente diferente (P=0,0634), en el estado de desarrollo V6 la incidencia de la
enfermedad se comporté de forma similar en los tres historiales evaluados, en tanto que
en los estados de desarrollo V9 y VT la incidencia fue mayor en el historial de monocultivo
de maiz con residuos de cosecha, seguido por el historial de monocultivo sin residuos de
cosecha y por ultimo la rotacién. En el momento de la formacién de la mazorca (R1) el
porcentaje de plantas sintomaticas vuelve a ser bajo y muy similar entre los tres historiales
del lote del cultivo (Figura 3-1b). Por su parte, al comparar los tratamientos de semilla
térmicos, quimico y el control se encontré diferencia significativa para la incidencia de la
enfermedad para al menos uno de los tratamientos (P=0,0022) (Figura 3-2) presentandose
la mayor incidencia en el tratamiento quimico (18,86%) y la mas baja en el tratamiento
térmico de la semilla por medio de calor seco a 50 °C (12,82%) y calor himedo a 60 °C.

Los demas tratamientos evaluados presentaron valores intermedios de incidencia.

20

ab ab
ab

15 A

10 A

Incidencia de la pudricion del tallo (%)

Control Quimico H50 H55 H6e0O BM50 BM55 BM60

Tratamiento

Figura 3-2. Incidencia de la pudricion del tallo de maiz, en el estado de aparicion de estigmas de la
mazorca (R1) 140 dias después de la siembra en plantas de la variedad regional Simijaca
provenientes de semillas tratadas por medio de calor. H: calor seco mediante horno a 50, 55 y 60
°C; BM: calor humedo mediante bafio maria a 50, 55 y 60 °C. Letras diferentes denotan diferencia
estadistica segun Tukey (p<0,05).
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Tabla 3-1. Interacciones entre el historial del cultivo y el tratamiento térmico a la semilla de maiz
variedad regional Simijaca sobre la incidencia de la pudricion del tallo y el porcentaje de
volcamiento. Letras diferentes indican efecto significativo segun Duncan (p<0,05) y Tukey (p<0,05)
para la incidencia y el volcamiento respectivamente.

Historial del cultivo Tratamiento a la semilla Incidencia Volcamiento
(Parcela principal) (Sub-parcelas) % %
Control 11,33 fg 11,87 abc
Quimico 17,54 abcde 13,77 abc
H50 7,68 h 5,76 c
Rotacion H55 9,86 fgh 12,35 abc
H60 8,90 gh 7,51 bc
BM50 8,97 gh 12,78 abc
BM55 12,16 efg 8,20 bc
BM60 7,80 h 12,43 abc
Control 17,80 abcd 14,04 ab
Quimico 16,23 cde 12,95 abc
H50 13,40 def 10,79 abc
Maiz sin residuos H55 17,61 abcde 11,32 abc
H60 19,43 abcd 11,33 abc
BM50 19,51 abcd 11,73 abc
BM55 17,23  abcde 15,19 ab
BM60 16,43 bcde 13,79 abc
Control 24,38 ab 10,75 abc
Quimico 23,57 abc 15,15 ab
H50 20,52 abc 16,95 ab
, . H55 20,33 abc 16,66 ab
Maiz con residuos H60 05 47 a 16.04 ab
BM50 22,17 abc 19,04 a
BM55 21,64 abc 19,63 a
BM60 20,77 abc 15,44 ab

Las interacciones entre el historial del cultivo y el tratamiento a la semilla (Tabla 3-1)
indicaron que la mayoria de tratamientos a la semilla bajo el sistema de rotacion tienen
menor incidencia de la pudricion del tallo respecto al historial de monocultivo en maiz con
y sin residuos del cultivo, estos dos ultimos no se diferencian excepto para el tratamiento
de calor seco a 50 °C (P=0,0193). Se encontr6 que el tratamiento a la semilla con calor
seco a 50 °C y calor humedo a 60 °C siempre que se hagan dentro de un esquema de

rotacion reduce la incidencia de la pudricion del tallo. En general, dentro de los tratamientos
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a la semilla se observé que hay una tendencia a presentar mayores incidencias en el
historial de maiz-maiz con residuos de cosecha, en este ultimo el tratamiento de semilla

con calor seco a 60 °C present6 la mayor incidencia (Tabla 3-1).

Respecto al volcamiento, este fue detectable desde los 90 dias después de siembra y fue
un porcentaje bajo (P=0,0012) en estados de desarrollo vegetativo (V9 y VT) respecto
estados de desarrollo (R1 y R4) (Figura 3-3a). En el momento de la cosecha cuando el
grano tenia el 40% de masa seca (R4), el porcentaje de volcamiento fue mayor en el
historial de monocultivo de maiz con residuos de cosecha (41,05%), intermedio en el de
monocultivo de maiz sin residuos de cosecha (31,73%) y bajo en el de rotacién (17,84 %)
aunque estos valores no mostraron diferencia estadistica (P=0,2741). Esta tendencia se
mantuvo desde el momento del inicio de la formacion de la mazorca (R1) (Figura 3-3b). El
porcentaje de volcamiento final al momento de la cosecha (R4) (Figura 3-3) fue cercano al
maximo registro de la incidencia de la enfermedad en el estado de espigamiento (VT)

(Figura 3-1b).
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Figura 3-3. Comportamiento del porcentaje de volcamiento de maiz variedad regional Simijaca
segun: A) la fecha de evaluacién y B) el historial del lote del cultivo y las condiciones de manejo de
residuos. (V6, V9): estados de desarrollo de seis y nueve hojas verdaderas, (VT): espigamiento,
(R1): inicio de la formacién de la mazorca. Letras diferentes denotan diferencia estadistica segun
Tukey (p<0,05).
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Los resultados obtenidos en el volcamiento de plantas tampoco mostraron efecto individual
de los tratamientos a la semilla (P= 0,1343), aunque se encontraron dos combinaciones
de tratamientos que incrementaron el porcentaje de volcamiento (maiz con residuos-BM50
y maiz con residuos-BM55) y tres combinaciones de tratamientos que lo redujeron

(P=0,0122) (Tabla 3-1) estos tratamientos correspondieron a rotacion-H50”, “rotacion-H60
“rotacion-BM55”. Las comparaciones multiples de los tratamientos que fueron significativas

al 0,05 en la prueba de Tukey se muestran en la tabla 3-2.

Tabla 3-2. Comparaciones mudltiples entre medias de los tratamientos sobre el porcentaje de
volcamiento que fueron significativas al 0,05 en la prueba de Tukey.

Diferencia entre Limite de confianza al 95%

Comparaciones

medias simultaneo

maizconreBM60-rotacionH50 2,33937025 0,02408704 8,43205
maizconreBM55-rotacionH50 3,164841 0,145924 10,0876
maizconreBM50-rotacionH50 3,857296 0,34774609 11,1442
maizconreH60-rotacionH50 2,41398369 0,00478864 9,23005
maizconreH55-rotacionH50 2,02066225 0,00059536 7,94394
maizconreH50-rotacionH50 2,951524 0,11812969 9,56232
maizsinreBM55-rotacionH50 2,24580196 0,01545049 8,25355
maizconreBM55-rotacionH60 2,06525641 0,00160801 8,03212
maizconreBM50-rotacionH60 2,63120841 0,06140484 8,97841
maizconreH50-rotacionH60 1,89365121 0,00000324 7,5647
maizconreBM50-rotacionBM55 2,24910009 0,01572516 8,25988
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El tratamiento “rotacion-H50” mostré menor porcentaje de volcamiento respecto a la
mayoria de tratamientos excepto con respecto al tratamiento quimico y control dentro del
historial de monocultivo de “maiz con residuos de cosecha” (Tabla 3-2) y también respecto
al tratamiento “maiz sin residuos-BM55”. Por su parte, el tratamiento “rotaciéon-H60”
present6 el menor porcentaje de volcamiento respecto al tratamiento “maiz con residuos-
BM55, maiz con residuos- BM50 y maiz con residuos-H50”. Finalmente, el tratamiento
“rotacion-BM55” tuvo menor porcentaje de volcamiento respecto a “maiz con residuos-
BMS50” (Tabla 3-2). Los resultados obtenidos mostraron que los tratamientos a la semilla
por medio de calor seco a 50 y 60 °C reducen el porcentaje de volcamiento en 53,6%,
22,6% y el tratamiento con calor humedo a 55 °C en un 44% siempre que se hagan en un

historial de rotacion.
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Figura 3-4. Sintomatologia interna en cortes longitudinales del tallo de plantas de maiz variedad
regional Simijaca en estado de espigamiento (VT), 106 dias después de siembra segun el historial
del lote del cultivo y manejo de los residuos de cosecha.

Los resultados de cortes longitudinales del tallo de plantas segun los historiales del lote del
cultivo (Figura 3-4) mostraron que en el historial de rotacién, las cafas son principalmente

de color crema y con ligeras coloraciones marrones en nudos y entrenudos, las areas
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necréticas se incrementaron en el historial de monocultivo de maiz donde se retiraron los
residuos de cosecha y estas lesiones necréticas ocuparon la mayor area de tejido del tallo

en el historial de monocultivo de maiz donde no se retiraron los residuos de cosecha.

3.4.2 Efecto de tratamiento de semillas, manejo de residuos e
historial del lote del cultivo sobre el establecimiento del cultivo,
parametros de crecimiento, desarrollo y componentes de
rendimiento de maiz variedad regional Simijaca

La germinacién de la semilla mostr6 que no hubo diferencia estadistica entre los
tratamientos térmicos y el control, pero si respecto a los tratamientos quimicos
(Thiabendazole, Metalaxil + Propamocarb, Clorhidrato de Oxitetraciclina + Sulfato de
Gentamicina, Carboxim+ Thiram) siendo el porcentaje de germinacién menor (P<0,0001)
en el tratamiento quimico. Con respecto a los historiales del lote del cultivo, los porcentajes
de germinacién fueron similares en el historial de rotacién y donde se retiraron los residuos
de cosecha (64,17% y 64,27% respectivamente) en tanto que en el lote donde se dejaron

los residuos de cosecha, el porcentaje de germinacién fue mayor con 68,5% (P=0,0413)

(Figura 3-5).
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Figura 3-5. Porcentaje de germinacion de semilla de maiz variedad regional Simijaca por historial
del lote del cultivo y manejo de los residuos de cosecha 30 dias después de siembra. Letras
diferentes denotan diferencia estadistica segun Duncan (p<0,05).
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Las variables diametro del tallo y altura como medida del vigor de la planta al momento de
la aparicion de la espiga no se vieron afectadas por los tratamientos térmicos y quimico
respecto al control. No obstante, entre historiales del cultivo el mayor didmetro del tallo
(Figura 3-6a) se obtuvo en el lote que viene de rotacién (33,9 mm) seguido por el lote en
monocultivo de maiz donde se retiraron los residuos de cosecha (25,98 mm) y por altimo

donde no se retiraron los residuos de cosecha (24,16 mm) (P<0,0001).

La altura de la planta por su parte fue mayor en el lote de rotacién con valores de 2,9 m
(P<0,0001) respecto a los 2,3 m en el lote en monocultivo de maiz donde se retiraron los
residuos de cosecha y 2,2 m donde no se retiraron (Figura 3-6b). Sin embargo, estos
ultimos valores no se diferenciaron estadisticamente. Efecto significativo solo se encontro
en el tratamiento quimico, presentando menores valores de altura de la planta respecto a
los demas tratamientos realizados a la semilla (P<0,0001). En la figura 3-7 se muestra la
diferencia en altura de las plantas de maiz respecto la altura de una persona que mide 1,70

m como referencia.
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Figura 3-6. Efecto del historial del lote del cultivo y el manejo de los residuos de cosecha sobre el
crecimiento de planta de maiz variedad regional Simijaca en el momento de espigamiento (VT) 106
dias después de siembra. A) Diametro del tallo y B) altura de la planta. Letras diferentes denotan
diferencia estadistica segun Tukey (p<0,05).
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Figura 3-7. Diferencia en altura de plantas de maiz variedad regional Simijaca en estado de
espigamiento (VT) 106 dias después de la siembra en dos historiales del lote del cultivo con distinto
manejo de los residuos de cosecha. A) Historial de rotacién y B) historial de monocultivo de maiz
con residuos de cosecha. Como referencia se muestra la diferencia en altura de las plantas de maiz
respecto la altura de una persona que mide 1,70 m.

Respecto al peso y numero total de mazorcas (Figura 3-8a) el historial con residuos y sin
residuos de cosecha obtuvieron un numero total de mazorcas similar, pero duplicando el

obtenido en el historial de rotacién (P=0,0035).
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Figura 3-8. Efecto del historial del lote del cultivo y manejo de los residuos de cosecha sobre
pardmetros de rendimiento de plantas de maiz variedad regional Simijaca al momento de la cosecha
(R4) 161 dias después de la siembra. A) Numero total de mazorcas y B) peso total de las mazorcas.
Letras diferentes denotan diferencias estadisticas segun Tukey (p<0,05).
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Sin embargo, en términos de peso total de las mazorcas cosechadas (Figura 3-8b) se
observé una tendencia a menor peso de las mazorcas en el historial de maiz con residuos
de cosecha, siendo menor en dos kilogramos, respecto al lote sin residuos (P=0,0068). Al
igual que el numero de mazorcas, el peso total de las mazorcas fue reducido a la mitad en
el historial de rotacién respecto los otros dos historiales del cultivo evaluados. Respecto a
los tratamientos a la semilla diferencia significativa se encontr6 Unicamente entre el
tratamiento quimico y los tratamientos térmicos y control siendo menor en el tratamiento

quimico (P<0,0001).

En cuanto la variable nimero de mazorcas por planta (Figura 3-9a), los historiales con y
sin residuos de cosecha no presentaron diferencia, aunque si respecto al historial de
rotacion (<P0,0001). Ademads, se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos térmicos, quimicos y control (P=0,0547) (Figura 3-9b).
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Figura 3-9. Efecto del historial del lote del cultivo, manejo de los residuos de cosecha y tratamientos
a la semilla de maiz variedad regional Simijaca sobre el nUmero de mazorcas por planta. A) Efecto
segun el historial de lote del cultivo y B) efecto segun el tratamiento a la semilla. Letras diferentes
denotan diferencia estadistica segun Tukey (P=0,0547).
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El mayor nimero de mazorcas por planta se encontré en el tratamiento térmico de la
semilla a 60 °C por el método humedo y en contraste el menor numero de mazorcas por
planta se obtuvo en el tratamiento quimico; los demas tratamientos presentaron valores
intermedios. Las interacciones entre historiales de cultivo y tratamientos a la semilla
indicaron que la mayoria de tratamientos a la semilla bajo el esquema de rotacién tienen
en promedio una mazorca por planta (P=0,0032). La mayoria de tratamientos a la semilla
bajo el historial maiz-maiz sin residuos de cosecha no se diferenciaron con el historial
maiz-maiz con residuos de cosecha. Los tratamientos a la semilla por medio de calor
hamedo a 60 °C aumentaron a dos el nimero de mazorcas por planta cuando se realizaron

en conjunto con el retiro de residuos de cosecha de la superficie del cultivo (Figura 3-10).
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Figura 3-10. Interacciones entre historial del lote de cultivo y manejo de los residuos de cosecha
y el tratamiento a la semilla sobre el nUmero de mazorcas por planta de maiz variedad regional
Simijaca. Letras diferentes denotan efecto significativo segun Tukey (p<0,05).
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El diametro de la mazorca (Figura 3-11a) no presenté diferencia estadistica entre
tratamientos, aunque si entre historiales del cultivo (P=0,0007). El mayor diametro de la
mazorca se obtuvo en el historial con residuos de cosecha (7,78 cm), intermedio en el lote
sin residuos (6,66 cm) y el menor valor se obtuvo en el lote de rotacion (5,86 cm). Respecto
a la longitud de la mazorca (Figura 3-11b), no se encontrd diferencia estadistica entre
historiales del cultivo. Sin embargo, el tratamiento a 55 °C por el método humedo obtuvo
mayores longitudes respecto el control y los tratamientos en horno a 60 °C y himedo a 50
°C. El tratamiento quimico, y los tratamientos térmicos a 50 °C y 55 °C por método seco y
60° C por método humedo mostraron menores valores, aunque sin diferencia estadistica

entre ellos (P=0,0273).
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Figura 3-11. Efecto del historial del lote del cultivo y manejo de los residuos de cosecha sobre
parametros de rendimiento de plantas de maiz variedad regional Simijaca al momento de la cosecha
(R4) 161 dias después de la siembra. A) didmetro de la mazorca, donde letras diferentes denotan
diferencia estadistica segin Tukey (p<0,05) y B) longitud de la mazorca en plantas, donde letras
diferentes muestran diferencia estadistica segin Duncan (p<0,05).

Las interacciones entre el historial del cultivo y los tratamientos a la semilla sobre el

diametro y la longitud de la mazorca se muestran en la tabla 3-3 y en ella se observa que
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el diametro del tallo en todos los tratamientos térmicos dentro del historial de rotacién
presenta los mas bajos calibres (P=0,053), intermedios en el lote en monocultivo de maiz
donde se retiraron los residuos de cosecha y los mas altos donde los residuos de cosecha

se dejaron.

Tabla 3-3. Interacciones entre el historial del cultivo y el tratamiento térmico a la semilla de maiz
variedad regional Simijaca sobre el diametro y la longitud de la mazorca de maiz variedad regional
Simijaca al momento de la cosecha (R4) 161 dias después de la siembra. Letras diferentes indican
efecto significativo segin Duncan (p<0,05)

Historial del cultivo Tratamiento a la semilla Diametro  Longitud

(parcela principal) (sub-parcelas) % %
Control 595 g 18,95 abcd
Quimico 576 g 18,65 bcd
H50 6,05 g 1998 ab
.. H55 571 g 18,13 dc
Rotacion H60 58 g 1777 d
BM50 595 g 19,09 abcd
BM55 595 g 19,94 ab
BM60 576 g 18,41 bcd
Control 6,86 ed 18,43 bcd
Quimico 6,45 f 19,43 abc
H50 6,55 ef 18,84 abcd
Maiz sin residuos H55 6,76 edf 18,78 bcd
H60 7,02 d 18,65 bcd
BM50 6,71 edf 18,38 bcd
BM55 6,76 edf 20,38 a
BM60 6,50 ef 18,68 bcd
Control 767 bc 18,04 cd
Quimico 8,01 ab 19,53 abc
H50 740 c¢ 19,05 abcd
i . H55 8,12 a 19,23 abcd
Maiz con residuos HE0 790 ab 1867 bed
BM50 7,67 bc 18,15 cd
BM55 7,78 abc 18,20 cd

BM60 7,84 abc 19,94 ab
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El tratamiento por medio de calor seco a 55 °C en el historial de maiz sin residuos de
cosecha presenta el mayor calibre de la mazorca (P=0,053). En cuanto a la longitud de la
mazorca, la mayoria de tratamientos a la semilla dentro del historial de rotacién y
monocultivo de maiz con o sin residuos de cosecha son similares entre si, sin embargo, el
tratamiento por medio de calor seco a 60°C en el historial de rotacion presenta la longitud
mas baja y el tratamiento a la semilla por medio de calor himedo a 55 °C en el historial de
maiz donde se retiraron los residuos de cosecha presenta la mayor longitud (P=0, 0025).

Situaciones intermedias se presentaron en las demas combinaciones.

3.5 Discusion

Desde el punto de vista de la enfermedad, la pudricion del tallo tiene un comportamiento
de caracter monociclico, en este sentido y con base en los resultados obtenidos la
estimacion del porcentaje de volcamiento como manifestacién final de la pudricién del tallo
puede realizarse calculando la incidencia de sintomatologias externas asociadas a la
pudricion del tallo (enanismo, clorosis y antocianescencia) presentadas en el estadio de
desarrollo (VT), la cual sera cercana al porcentaje de volcamiento registrado al momento
de la cosecha (R4) (Figura 3-1 y 3-3). En el estado de desarrollo R4, la incidencia de la
enfermedad fue baja y similar entre historiales del cultivo esto debido a que la mayoria de
las plantas que se contaron como enfermas en estados de desarrollo anteriores para ese

momento ya se habian volcado.

El paso de una fase de crecimiento vegetativo a una reproductiva induce la expresién del

sintoma final de la pudricion del tallo, correspondiente al volcamiento, debido al
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debilitamiento del tallo por la demanda del vertedero y el peso de la mazorca (Figura 3-3
a). En este estudio la mayor incidencia de la pudricion del tallo se registré en el lote con
residuos de cosecha (22%), intermedio en el lote sin residuos de cosecha (17%) y bajo en
el lote de rotacién (10%). La implementacion individual de los tratamientos térmicos a la
semilla o la planificacién de la secuencia de cultivos con el retiro 0 no de los residuos de
cosecha no tuvo un efecto significativo sobre el porcentaje de volcamiento. Sin embargo,
la implementacién conjunta de la rotacion y de los tratamientos térmicos a la semilla por

medio de calor seco por diez minutos a 50 °C generdé reducciones del volcamiento del 54%.

Dado que en maiz compuestos antimicrobiales como los &cidos hidroxdmicos como
DIMBOA y DIBOA tienen la mayor concentracion absoluta durante los primeros 6 a 8 dias
después de la germinacion (Klun y Robinson, 1969), y a los cuales las especies de
Fusarium spp. son tolerantes lo cual propicia su asociacién con maiz (Glenn et al. 2001),
es probable que al dejar los residuos de cosecha en el suelo se favorezca la germinacién
de la semilla debido a la temprana colonizacion de F. graminearum (FGSC) y F.
subglutinans (FFSC). En este estudio, el porcentaje de establecimiento fue mayor en el
historial de monocultivo de maiz donde se dejaron los residuos de cosecha (68,5%). Esto
contrasta con la considerable reduccién de la germinacion de la semilla expuesta a
tratamientos térmicos en el laboratorio conforme se incrementa la temperatura y tiempo de
exposicion, donde hubo la gradual disminucion en el indice de severidad en la semilla y

porcentaje de aislamiento de Fusarium spp. (Pifieros-Guerrero et al. 2019).

Pese a que se registr6 mayor nimero de plantas en el historial de monocultivo de maiz
donde se dejaron los residuos de cosecha, la asociacién entre F. graminearum 'y F.
subglutinans y maiz tiene un coste en términos energéticos para la planta cuantificable

mediante la altura y diametro del tallo. De esta forma, mayores calibres del tallo (Figura 3-
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6 a) se obtuvieron cuando se siembra maiz luego de un periodo de rotacion de al menos
dos afos (33,9 mm), intermedios cuando se retiran los residuos de cosecha (25,98 mm) y
los mas bajos cuando se dejan los residuos de cosecha en el suelo (24,16 mm). En cuanto
a la altura de la planta (Figura 3-6 b), esta fue mayor cuando se sembré el maiz luego del
periodo de rotacion por al menos dos anos (2,9 m) respecto a los lotes donde se retiran

(2,3 m) o no (2,2 m) los residuos de cosecha.

Yates et al. en 1997 reportaron un ligero pero significativo incremento en el peso, altura y
diametro del tallo en plantas de maiz inoculadas con F. verticillioides (FFSC) a los 28 dias,
bajo condiciones de cuarto de crecimiento. Esto contrasta con el comportamiento de la
altura y diametro del tallo observado en este estudio en condiciones de campo, ya que bajo
el escenario de menor cantidad de in6culo posible (rotaciéon) se presentaron mayores
alturas y calibres del tallo. Por lo anterior, se podria considerar que los ligeros incrementos
de altura y diametro del tallo en estadios tempranos de desarrollo favorecidos por la
asociacion Fusarium spp. - maiz, son transitorios y representan un costo energético para
la planta traducido en términos de crecimiento en altura y diametro del tallo al final del ciclo

del cultivo.

El andlisis quimico del suelo (Anexo K) de los lotes evaluados indica que los aumentos
obtenidos en el crecimiento se deben principalmente al tratamiento de los residuos del
cultivo y la rotacion ya que el pH de ambos historiales muestra suelos muy &cidos, con
contenidos de nitrégeno, calcio, potasio, fésforo, azufre, cobre, hierro, manganeso y boro
comparables, y hay diferencias Unicamente en el contenido de magnesio y zinc que no se

asocian con promocioén del crecimiento como se observé en el lote con rotacién.
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Dodd, (1980b) reporta que las plantas de maiz con tallo podrido presentan entre un 10-
19% mas de granos que plantas sanas adyacentes sin ningun sintoma evidente de estrés
ni enfermedad. Esta observacion destaca la importancia del ciclaje de carbohidratos ya
que aparentemente la translocacion de una cantidad importante de azucares disponibles
en los tallos de las plantas a causa de la pudricién del tallo, resulta en su almacenamiento
en las mazorcas. En este estudio, el aumento en el nimero y peso de las mazorcas en los
historiales de monocultivo de maiz puede en parte ser explicado por lo anterior ya que,
aunque mucha energia en la etapa de prefloracion es gastada en el crecimiento y
mantenimiento celular, hasta el 20% del peso de los granos viene de los carbohidratos

almacenados en el tallo (Dodd, 1980a).

Dado que el peso de diez mazorcas entre historiales del cultivo (P=0,122), tratamientos a
la semilla (P=0,22) y sus interacciones (P=0,1556) no mostraron diferencia estadistica
significativa y que los historiales del cultivos aqui planteados no son comprables en el
namero y peso total de las mazorcas debido a las dinamicas propias de la germinacién y
del porcentaje de volcamiento, las diferencias encontradas en términos de rendimiento se
deben al nimero de mazorcas por planta, teniendo en cuenta el nimero de plantas en pie
al momento de la cosecha. Los resultados obtenidos a partir de los tratamientos térmicos
a la semilla por medio de calor humedo a 60 °C donde se incrementd el numero de
mazorcas por planta y con ello el fitness del cultivo (Figura 3-9 y figura 3-10) siempre que
se hagan bajo un esquema de retiro de los residuos de cosecha, sugiere la implementacién
conjunta de estas dos practicas como alternativa para el manejo de la pudricion del tallo

de maiz.

Aunque ha sido conocida la disminucién de in6culo de Fusarium spp. presente en la semilla

por medio de tratamientos de calor y sus implicaciones sobre germinacién y vigor de las



122

plantas (Bennett y Colyer, 2010; Clear et al. 2002; Coutinho et al. 2007; Daniels, 1983) a
nuestro conocimiento pocos estudios evaluan parametros de crecimiento y rendimiento en

semillas tratadas térmicamente bajo condiciones de campo.

En cuanto a parametros de rendimiento, la rotacién del cultivo tuvo un efecto negativo
sobre el fitness del cultivo, reduciendo a la mitad el nUmero de mazorcas aptas para
cosecha pese a que se obtuvieron los mayores valores de altura y diametro del tallo. Los
lotes con historial maiz-maiz donde se retiraron o no los residuos de cosecha obtuvieron
el doble de la produccién, lo anterior, destaca la importancia de la asociaciéon del maiz

variedad regional Simijaca con F. graminearumy F. subglutinans en el valle de Ubaté.

El mayor diametro de la mazorca en el historial con residuos de cosecha (7,78 cm) se
podria explicar por la mayor intensidad luminica y menor competencia intraespecifica del
maiz ya que en el historial con residuos de cosecha se obtuvo un mayor porcentaje de
volcamiento (Figura 3-3 b) lo que implica mayor radiacién luminica sobre las plantas que
quedan en pie. Una situacion intermedia se presento en el lote sin residuos de cosecha
(6,66 cm) y la mas baja en la rotacion (5,86 cm). Respecto a la longitud de la mazorca el
tratamiento a 55 °C por el método humedo generd las mayores longitudes (19,55 cm)
respecto al control (18,47 cm) y a los tratamientos en seco a 60 °C (18,33 cm) y humedo
a 50 °C (18, 54 cm). Estos resultados muestran cambios en el crecimiento y desarrollo de
las plantas de maiz asociados a las practicas del cultivo que no son evidentes desde la
siembra, pero que se reflejan en parametros de la mazorca y en rendimiento al momento

de la cosecha.

El tratamiento quimico comercial implementados por los agricultores de la zona a la semilla

de maiz como medida de manejo de la pudricion del tallo de maiz mostré una reduccion
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del porcentaje de germinacion de la semilla, el numero y peso de mazorcas, el nimero de
mazorcas por planta e incremento la incidencia de la pudricién del tallo, por lo cual no se

puede considerar como un tratamiento recomendado para el manejo de la enfermedad.

Las practicas de labranza minima dejan residuos de maiz sobre la superficie del suelo, lo
que resulta en un incremento en la cantidad de inéculo inicial para los subsecuentes ciclos
de produccién (Manstretta y Rossi, 2015). En el presente estudio se evidencié que dejar
sobre la superficie del suelo los residuos de cosecha estimula la germinacion de la semilla
de maiz si se compara con el historial de retiro y entierro de residuos o la rotacion de
cultivos, lo cual se traduce en un mayor potencial de rendimiento por el mayor nimero de
plantas establecidas. Esto sugiere reevaluar la forma en que se realizan las practicas de
no mecanizacion o labranza cero ya que, aunque dejar los residuos de cosecha ha
contribuido a brotes de enfermedades (Keller et al. 2011), es posible que la asociacion
entre F. graminearum y F. subglutinans y maiz sea beneficiosa para el cultivo. Por lo
anterior, el manejo del potencial de in6culo mediante la planificacion del manejo de
residuos de cosecha es probable que sea lo adecuado y no la completa eliminacion o
sobre-acumulacion del potencial de inéculo y tal decisién debe considerar el contexto
ecologico y climatico donde crece y se dearrolla el cultivo como lo mencionan Hawkes y

Connor (2017).

Con los resultados de este estudio se muestra una relacion de costo-beneficio entre la
asociacién maiz variedad regional Simijaca y F. graminearum y F. subglutinans a través
del todo el ciclo del cultivo, destacando con ello la importancia de esta asociacion para
esta variedad de maiz adaptada al trépico frio y sus implicaciones en el rendimiento. Por
esto la rotacion de cultivos de largo plazo, con el fin de reduccién del potencial de indculo

de Fusarium spp. parece no ser una medida de manejo deseable en términos de
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rendimiento para el cultivo de maiz variedad regional Simijaca, ya que, aunque en efecto
se obtienen menores incidencias de la pudricién del tallo y de porcentajes de volcamiento,
cuando se implementa la rotacion de cultivos respecto al monocultivo con o sin retiro de
residuos de cosecha, el fitness del cultivo reflejado en el nUmero de mazorcas por planta

es reducido a la mitad.

El manejo del potencial de indculo en los residuos de cosecha, semilla y mediante
rotaciones del cultivo menores a un afo permitiria obtener mayor rendimiento por un
aumento en el nUmero mazorcas cosechadas por planta siempre y cuando estas medidas
se implementen de forma conjunta. A pesar de la extensiva literatura sobre enddfitos de
pastos donde se ha entendido su beneficio al desempeno vegetal a través del aumento del
vigor vegetal, resistencia de plagas y tolerancia al estrés (Funk et al. 1994) pocas
investigaciones han documentado el impacto de hongos sobre el crecimiento y desarrollo
de los cultivos en campo (Yates et al. 1997). Para el caso de maiz, los resultados del
presente estudio podrian ser solo un ejemplo del beneficio prestado por Fusarium spp.

para el maiz bajo las condiciones del trépico frio.

Si bien son necesarios estudios adicionales, para profundizar en la pudricién del tallo de
maiz de clima frio y su manejo, la evaluacion integral de la enfermedad y de parametros
de crecimiento y rendimiento del cultivo abordada en este estudio permitié evidenciar que
la rotacion de cultivos con especies diferentes a gramineas por periodos superiores a dos
afos no es deseable en términos de rendimiento para la zona de estudio. El manejo de los
residuos de cosecha de maiz en el corto plazo junto con la desinfeccion de la semilla de
maiz por medio de tratamientos térmicos puede contribuir al rendimiento del cultivo. Sin

embargo, la pertinencia de tales medidas de manejo requiere también el analisis de la
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fecha de siembra y la evaluacién del riesgo de ocurrencia de la enfermedad que permitan

decidir si tales medidas de manejo son o0 no necesarias.

3.6 Conclusiones

La germinacion fue positivamente afectada por la presencia de los residuos de
cosecha, en tanto que la altura y diametro del tallo fueron afectados de forma
negativa. Aunque se obtuvieron plantas mas altas y de mayor calibre cuando maiz
se sembré en un lote bajo esquema de rotacién por dos anos, el rendimiento se
redujo a la mitad, debido a una disminucién del fitness del cultivo en términos del
namero de mazorcas por planta.

El tratamiento térmico a la semilla por medio de calor humedo a 60 °C por cinco
minutos incrementd el nimero de mazorcas por planta (el fitness de la planta).
Cuando estas semillas fueron sembradas en un historial de monocultivo de maiz
donde se retiraron los residuos de cosecha el aumento en el rendimiento fue aun
mayor.

Menor incidencia de la pudricion del tallo de maiz se obtuvo en lotes con historial
de rotacion, intermedia cuando se retiraron los residuos de cosecha en el
monocultivo de maiz y alta cuando se dejaron los residuos sobre la superficie del
suelo. El manejo de residuos de cosecha del cultivo no tuvo efecto significativo
sobre el porcentaje de volcamiento.

El tratamiento térmico a la semilla a 50 °C por medio de calor seco por diez minutos
y a 60 °C por medio de calor hiumedo por cinco minutos, redujeron la incidencia de
la enfermedad y cuando estos tratamientos a la semilla se implementaron con la

rotacion de cultivos la disminucién fue mayor.
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v.  Eltratamiento térmico a la semilla a 50 °C por medio de calor seco por diez minutos
redujo el porcentaje de volcamiento, siempre que este tratamiento a la semilla se
implementd con la rotacion de cultivos, siendo también el mas efectivo para reducir
tanto la incidencia de la pudricion de tallo.

vi.  El tratamiento quimico a la semilla usado por los productores, redujo el porcentaje
de germinacién, el nimero y peso de mazorcas, el nimero de mazorcas por planta
e incremento la incidencia de la pudricién del tallo por lo que no se considera un

tratamiento adecuado para el manejo de la pudricién del tallo de maiz.
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4.Discusion general

Bajo las condiciones del valle de Ubaté la pudricién del tallo de maiz en las variedades
Simijaca y Sogamoso fue detectada como la combinacion de la clorosis del cogollo,
antocianocencia de las hojas, enanismo de la planta, necrosis interna de cuello y nudos
del tallo, la cual avanz6 hacia los entrenudos, los cuales ocasionalmente presentaron
coloraciones purpuras. El volcamiento como la manifestacién final de la pudricion del tallo
ocurrié en cualquier etapa fenoldgica del cultivo y estas sintomatologias se ajustaron a las
reportadas para las pudriciones del tallo causadas por F. graminearum (FGSC) y F.
verticillioides (FFSC) en maiz (CIMMYT, 2004) aunque sobre los nudos del tallo en los
residuos de cosecha de maiz se encontraron Unicamente peritecios superficiales de F.

graminearum (FGSC).

Las especies de Fusarium asociadas a la pudricion del tallo que fueron identificadas
morfolégicamente y molecularmente en este estudio y cuya patogenicidad fue confirmada
en plantas de maiz variedad Simijaca, correspondieron a F. graminearum (FGSC) y F.
subglutinans (FFSC). En este estudio Fusarium spp. se aislé desde la semilla en una
frecuencia del 9% e incremento su presencia al 46%, 64%, 82% y 92% en los estados de
desarrollo de tres, seis, nueve hojas verdaderas y aparicién de la espiga, indicando que F.
graminearum y F. subglutinans estan asociados con el maiz en la mayoria de los estados
del ciclo del cultivo como se ha reportado para F. verticillioides (FFSC) en maiz (Schulz et

al. 1999).

F. graminearum (FGSC) es predominante en é&reas frias o con altos niveles de

precipitacion, en tanto que, F. verticillioides (FFSC) es predominante en areas calidas y
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secas (Munkvold et al. 2018). En Suramérica, F. verticillioides es usualmente reportado
como la especie mas comun en granos de maiz (Chulze et al. 1996), aunque en zonas
frias de produccion de Peru y México, F. subglutinans (FFSC) es la especie mas comun
(Figueroa et al. 2010; Logrieco et al. 1993; Reyes-Velazquez et al. 2011). En este estudio
la frecuente asociacién entre F. graminearumy F. subglutinans con plantas de maiz con
pudricion del tallo en el valle de Ubaté permiten inferir que las zonas de produccion de
clima frio y seco son Optimas para el desarrollo de la enfermedad a causa de F.
graminearum y F. subglutinans, aunque la restriccidn en los niveles de humedad y
precipitaciéon podrian haber evitado epidemias aiun mas severas a causa de F.

graminearum.

F. graminearum fue detectado en el aire, siendo esta una via de diseminacion del in6culo
generado por los peritecios que es efectiva para la colonizacion area del maiz,
adicionalmente F. subglutinans y F. graminearum fueron detectados en los detritos del
cultivo y dado que F. subglutinans no forma estructuras de resistencia tipo clamidosporas
y en F. graminearum son de lenta formacion (Leslie y Summerell, 2006) estas estructuras
no se detectaron en suelo aun en lotes con historial de pudricion del tallo. Por lo anterior,
la fuente principal de in6culo de F. graminearum'y F. subglutinans reside en los residuos
de cosecha, como lo han reportado McMullen et al. (2012) para F. graminearum (FGSC) y
para F. verticillioides (FFSC) por Cotten y Munkvold (2007), Manzo y Claflin, (1984) y Nyvall

y Kommedabhl, (1970).

Un limitado numero de especies de Fusarium ha mostrado tener la capacidad de detoxificar
2- Benzoxazolinone (BOA), un compuesto de bajo peso molecular, naturalmente producido

por maiz el cual tiene propiedades antimicrobiales a las cuales F. verticillioides (FFSC), F.



Discusion general 133

subglutinans (FFSC) y F. graminearum (FGSC) son tolerantes (Glenn et al. 2001). En este
estudio el uso de BOA fue exitoso en la deteccion de F. graminearum (FGSC) y F.
subglutinans a partir del aire, detritos, semilla y tejidos de la planta. La mayoria de especies
con capacidad de metabolizar BOA tienen asociacion endéfita con el maiz (Bacon et al.
2008) por lo que es probable que F. subglutinans'y F. graminearum tengan también esta

asociacion con el maiz variedad Simijaca.

El aumento cualitativo en la deposicion de lignina observada en los tallos de maiz variedad
Simijaca crecidos en suelo naturalmente infectado con Fusarium spp., la hoja de ventaja
en el desarrollo de plantas inoculadas con F. subglutinans y las modificaciones en la
longitud en plantas inoculadas con F. subglutinans'y F. graminearum que generd plantas
de mayor longitud, con reduccién del diametro del tallo, en contraste con la inoculacién
conjunta de ambas especies, indicaron modificaciones en el crecimiento y desarrollo de
las plantas de maiz sujetas a la inoculacién de determinada especie de Fusarium. Este
resultado concuerda con la promocién del crecimiento y desarrollo en términos de la altura,
diametro del tallo y peso de plantulas inoculadas con F. verticillioides (FFSC) observada

por Yates et al. (1997).

Enmarcados en el concepto del balance fotosintético entre el estrés y la translocacion
planteado por Dodd (1980), el estrés de alta intensidad por frio y la sequia presentado
durante un evento de nifio tropical durante 2016/2017 pudo haber hecho migrar una
relacién normalmente en balance y sin efecto detrimental entre el maiz variedad regional
Simijaca y F. graminearum y F. subglutinans a una interaccion patogénica, pasando de
bidtrofos asintomaticos a patdégenos hemibiétrofos como se ha reportado para F.

verticillioides (Bacon et al. 2008). Lo anterior puede explicar porque la repentina epidemia
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de pudricién del tallo en el valle de Ubaté se consider6 como una enfermedad emergente
de la cual no se tenia un diagnéstico preciso aun cuando es una enfermedad de reconocida

importancia en otras partes del mundo.

En el trépico, las condiciones de temperaturas frias o cdlidas son principalmente
homogéneas durante todo el ciclo del cultivo de forma que la pudricion del tallo se
manifiesta Unicamente cuando hay un desbalance entre la planta y su ambiente biotico y
abiotico (el fitobioma) (Hawkes y Connor, 2017). En este estudio, menor volcamiento de
maiz se reportdé con mayores niveles de precipitacion con respecto a un afo seco y
temperaturas minimas promedio por debajo de los 10 °C hasta por 6 horas se asociaron
con un mayor volcamiento de maiz. Como incidan estas dos variables sobre los eventos
de volcamiento dependera también del estado fenoldgico del maiz en el cual es afectado.
Por ende, cultivos mas desarrollados que son afectados por sequia y/o frio tienden a
volcarse de forma tardia en tanto que los cultivos jévenes tienden a volcarse de forma
temprana uno a dos meses después, dependiendo de la intensidad de estas condiciones

de estrés.

Simijaca es un municipio ubicado en medio del valle de Ubaté con zonas planas rodeadas
de cadenas montafiosas que regulan el movimiento del aire, por lo que el aire frio se
concentrd en las zonas bajas y fluyd en las laderas de las montafias dandole a la
enfermedad una naturaleza localizada en el valle y zonas de escape en las laderas u otras
zonas de produccion. Ademads, cualquier caracteristica del paisaje que influencie el
movimiento del aire impacta la diseminacion del patégeno (Plantegenest et al. 2007) y la

deposicion de esporas (Prussin, 2013; Schmale et al. 2006).
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El manejo de la principales fuentes de in6culo de F. graminearum (FGSC) y F. subglutinans
(FFSC) identificadas en este estudio, por medio del retiro y entierro de los residuos de
cosecha y el tratamiento térmico a la semilla destacé que pese a que se registrd6 mayor
numero de plantas en el historial de monocultivo de maiz donde se dejaron los residuos
de cosecha, la asociacién entre F. graminearumy F. subglutinans y maiz tiene un coste en
términos energéticos cuantificable mediante la altura de la planta y el diametro del tallo. De
esta forma, mayores calibres del tallo y altura de la planta se obtuvieron cuando se sembré
maiz luego de un periodo de rotacion de al menos dos afos. Por lo anterior, se podria
considerar que los ligeros incrementos de altura y diametro del tallo en estadios tempranos
de desarrollo prestados por la asociacion F. verticillioides (FFSC) - maiz encontrados por

Yates et al. (1997), son transitorios y representan un costo energético para la planta.

Respecto a los pardmetros de la enfermedad, la incidencia de la pudricién del tallo fue baja
y similar cuando la planta tenia tres hojas verdaderas entre los tres historiales del cultivo
evaluados, en los estados de desarrollo de seis, nueve hojas verdaderas y en el
espigamiento de la planta la incidencia fue alta en el historial de manejo maiz-maiz donde
se dejaron los residuos de cosecha, intermedia donde se retiraron y baja en la rotacién. En
el estado de desarrollo de aparicion de estigmas de la mazorca, la incidencia volvié a ser
baja y similar entre historiales del cultivo debido a que las plantas contadas como enfermas
para este momento ya se habian volcado, denotando con ello un comportamiento de tipo
monociclico de la enfermedad. Con base en lo anterior, el calculo de la incidencia en el
estado de desarrollo de aparicién de la espiga puede dar una idea del porcentaje del

volcamiento al final de la cosecha.
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La implementacion de la rotacion de cultivos con especies diferentes a gramineas por mas
de dos afos redujo la incidencia de la enfermedad y los tratamientos a la semilla por medio
de calor seco a 50 °C y humedo a 60 °C también, no obstante, cuando la semilla objeto de
estos tratamientos térmicos fue sembrada bajo el historial de rotacién la reduccion en la
incidencia fue mayor. Respecto al porcentaje de volcamiento ningun tratamiento de manejo
de residuos de cosecha ni tratamientos a la semilla redujo el volcamiento, sin embargo, la
conjuncion de los tratamientos térmicos a la semilla por medio de calor seco a 50 °C
siempre que se implementd en un historial de rotacién, redujo el porcentaje de volcamiento

en un 54%.

Los tratamientos térmicos a la semilla por medio de calor humedo a 60 °C incrementaron
el nimero de mazorcas por planta y con ello el fitness del cultivo y cuando se sembraron
bajo un esquema de retiro de los residuos de cosecha el incremento fue mayor. Aunque
ha sido conocida la disminucion de inéculo de Fusarium spp. presente en la semilla por
medio de tratamientos de calor y sus implicaciones sobre la germinacion y vigor de las
plantas (Bennett y Colyer, 2010; Clear et al. 2002; Coutinho et al. 2007; Daniels, 1983)
pocos estudios evallan parametros de crecimiento y rendimiento en semillas tratadas
térmicamente bajo condiciones de campo. En contraste, este estudio aporta resultados
que muestran el efecto de estos tratamientos térmicos a la semilla sobre el establecimiento
del cultivo, crecimiento, niveles de pudricién del tallo y volcamiento asociados a Fusarium
spp. y parametros de rendimiento, que tienen aplicacion préactica frente al riesgo de

epidemias en campo.

El concepto del balance fotosintético entre el estrés y la translocacién planteado por Dodd

(1980) aplica para la variedad regional Simijaca por lo que a futuro una forma mas acertada
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para predecir la vulnerabilidad de cultivos de esta y otras variedades de maiz de clima frio
a la pudricién del tallo por Fusarium spp. debe incluir estudios que consideren su
exposicién al frio y a condiciones de sequia, de forma que los esfuerzos en los programas
de mejoramiento de variedades consideren como variables tanto el alto rendimiento como
el bajo porcentaje de plantas con pudricién del tallo. La evaluacion integral realizada de la
enfermedad y de parametros de crecimiento y rendimiento del cultivo, permitié evidenciar
que la rotacion de cultivos con especies diferentes a gramineas por periodos superiores a

dos afos no es deseable en términos de rendimiento para la zona bajo estudio.

El manejo de los residuos de cosecha de maiz en el corto plazo (periodos inferiores a un
ano) junto con la desinfeccidn de la semilla de maiz por medio de tratamientos térmicos
pueden aumentar el rendimiento del cultivo sin que ello implique la contaminacién de
granos por micotoxinas Sin embargo, tales medidas de manejo requieren el andlisis de la
fecha de siembra mas oportuna, la evaluacién del riesgo de ocurrencia de la enfermedad
a lo largo del ciclo del cultivo, y decidir el momento de la remocién de los residuos de

cosechay si los tratamientos térmicos a la semilla son necesarios.

Finalmente, a modo de resumen se propone un ciclo de patogénesis para la pudricién del
tallo bajo las condiciones climaticas del valle de Ubaté, las cuales dirigen y modulan el
resultado de la asociacion entre F. graminearum (FGSC) y F. subglutinans (FFSC) entre
endofitismo y enfermedad con el maiz variedad regional Simijaca (Figura 4-1). Asi mismo
se presenta un modelo conceptual que resume el efecto del estado de desarrollo del maiz,
el manejo de los residuos de cosecha y los tratamientos térmicos a la semilla sobre la
enfermedad, crecimiento de las plantas y rendimiento del cultivo bajo las condiciones

climéticas del valle de Ubaté (Figura 4-2).
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Figura 4-1. Ciclo de patogénesis para la pudricién del tallo causada por F. graminearum (FGSC) y F. subglutinans (FFSC) en maiz (Zea mays L.)
bajo las condiciones climéticas del valle de Ubaté las cuales modulan la relacién entre endofitismo y enfermedad dependiendo del contexto climético.
VE: emergencia de la semilla. V3, V6 y V9: tres, seis y nueves hojas verdaderas respectivamente. VT: aparicidén de la espiga (espigamiento). R1:
aparicion de los estigmas de la mazorca. R4: grano con el 40% de masa seca. Porcentajes de color rojo: frecuencias de aislamiento de F.
graminearum. Porcentajes de color verde: frecuencias de aislamiento de F. subglutinans.
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Figura 4-2. Modelo conceptual del efecto del estado de desarrollo del maiz (Zea mays L.), el manejo de los residuos de cosecha y tratamientos
térmicos a la semilla sobre la enfermedad, crecimiento de las plantas y rendimiento del cultivo bajo las condiciones climaticas del valle de Ubaté.
A) Efecto del momento del ciclo del cultivo en la cual el maiz es afectado por episodios de sequia y frio. B) Efecto del manejo de residuos de
cosecha, tratamientos a la semilla y su efecto esperado sobre la enfermedad, crecimiento y rendimiento del cultivo. Plantas de color amarillo:
plantas con pudricién del tallo que se vuelcan. Plantas verdes: plantas sanas.






5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones generales

I.

fii.

Las variedades regionales Sogamoso y Simijaca fueron susceptibles a la pudricion
del tallo de maiz y la enfermedad fue detectada en campo como la combinacién de
los sintomas externos de clorosis del cogollo, antocianocencia de las hojas y
enanismo de la planta desde los 90 dias después de siembra cuando las plantas
tenian nueves hojas verdaderas (V9). El volcamiento como la manifestacién final
de la desintegracidén y pudricion basal del tallo puede ocurrir en cualquier etapa
fenoldgica del cultivo.

Las especies de Fusarium asociadas a la pudricion del tallo de maiz y encontradas
asociadas a las variedades regionales Simijaca y Sogamoso fueron identificadas
morfol6égicamente y molecularmente en este estudio como F. graminearum (FGSC)
y F. subglutinans (FFSC). Las pruebas de patogenicidad los confirmaron como los
agentes causales de la pudricion del tallo de maiz en la variedad Simijaca.

La frecuencia de aislamiento de Fusarium spp. a partir de plantas de maiz fue del
60% para todos los estados de desarrollo del cultivo y del 46%, 64%, 82% y 92%
en estados de desarrollo de tres, seis, nueve hojas verdaderas y espigamiento (V3,
V6, V9 y VT, respectivamente) sugiriéndose una colonizacion aérea de las plantas
por parte de F. graminearumy F. subglutinans. En campo se observé la presencia
de peritecios superficiales de F. graminearum sobre los nudos de maiz y ausencia
de peritecios de F. subglutinans.

En este estudio la frecuente asociaciéon entre F. graminearumy F. subglutinans con

plantas de maiz con pudricién del tallo en el valle de Ubaté permite inferir que las
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vi.

Vii.

viii.

zonas de produccién de clima frio y seco son oOptimas y conductivas para el
desarrollo de la enfermedad causada por F. graminearumy F. subglutinans.

F. graminearumy F. subglutinans se encontraron principalmente sobre los residuos
de cosecha, detritos del cultivo y en la semilla y se detecté el movimiento de inéculo
de F. graminearum por medio del aire. El maiz variedad regional Simijaca se
encontré asociado con F. graminearum'y F. subglutinans en todos los estados de
desarrollo del cultivo, y el aumento de la proporcién de aislamientos de F.
graminearum respecto a F. subglutinans en estados de desarrollo V6 a V9 coincidié
con el desarrollo de sintomas visibles de la enfermedad en campo cuando la planta
tenia nueve hojas verdaderas (V9).

La asociacidén entre F. subglutinans y F. graminearum y maiz se reflejé en la
longitud de la planta y contenido de lignina en el tallo. A partir de la inoculacién
individual de F. subglutinans y F. graminearum se obtuvieron 90 dias después de
siembra, plantas de mayor longitud, pero con reduccion del diametro del tallo
reducido comparadas con la inoculacion conjunta de ambas especies. La fenologia
de plantas inoculadas con F. subglutinans sugieren una hoja de ventaja.

Las condiciones de paisaje de la zona de estudio hicieron que la enfermedad se
presentara de manera localizada con zonas de escape en las laderas.

El impacto en el cultivo de la incidencia de la pudricién del tallo de maiz dependera
de la condicién de estrés por frio y sequia, del estado de desarrollo de la planta,
por lo tanto, cultivos bajo estrés en estados de desarrollo vegetativo seran mas
afectados que cultivos en estados de desarrollo reproductivo. Sin embargo, la
presencia de la pudricién del tallo y posterior volcamiento de las plantas no implicé

la contaminacién del grano con micotoxinas.
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Xi.

Xii.

Xiii.

Xiv.

En condiciones de campo, la germinacion fue positivamente afectada por la
presencia de los residuos de cosecha, en tanto que la altura y diametro del tallo
fueron afectados de forma negativa.

El tratamiento térmico a la semilla por medio de calor himedo a 60 °C por cinco
minutos incrementd el nimero de mazorcas por planta (el fitness de la planta).
Cuando estas semillas fueron sembradas en un historial de monocultivo de maiz
donde se retiraron los residuos de cosecha el aumento en el rendimiento fue mayor.
Menor incidencia de la pudricién del tallo de maiz se obtuvo en lotes con historial
de rotacion, intermedia cuando se retiraron los residuos de cosecha en el
monocultivo de maiz y alta cuando se dejaron los residuos sobre la superficie del
suelo. El manejo de residuos de cosecha del cultivo no tuvo efecto significativo
sobre el porcentaje de volcamiento.

El tratamiento térmico a la semilla a 50 °C por medio de calor seco por diez minutos
siempre que se implementd con la rotacién de cultivos, fue el mas efectivo para
reducir tanto la incidencia de la pudricién de tallo como el porcentaje de volcamiento
El tratamiento quimico a la semilla usado por los productores, redujo el porcentaje
de germinacién, el numero y peso de mazorcas, el numero de mazorcas por planta
e incremento la incidencia de la pudricién del tallo por lo que no se considera un
tratamiento adecuado para el manejo de la pudricién del tallo de maiz.

El analisis de la naturaleza de la asociacion Fusarium spp. — maiz, las fuentes de
inéculo y las condiciones climaticas conductivas para el desarrollo de la
enfermedad son elementos fundamentales a tener en cuenta para el disefio de
estrategias de manejo mas asertivas de la pudricién del tallo en el valle de Ubaté y

en zonas de produccién de maiz de clima frio en el tropico andino.
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5.2 Recomendaciones

i.  Adelantar estudios adicionales que evalten el efecto del manejo del potencial de
indculo en semilla, residuos de cosecha y sistemas de siembra del cultivo sobre las
pudriciones del tallo de maiz en las zonas de produccién del tropico frio bajo
condiciones de campo con el fin de complementar y soportar los resultados
encontrados en el presente trabajo.

i. Registrar y documentar la frecuencia de ocurrencia e incidencia de la pudricion del
tallo asociada a Fusarium spp. en las zonas de produccién de clima frio en
Colombia y otras zonas de produccion del trépico andino en diferentes variedades
de maiz adaptadas a estas zonas de produccion.

ii.  Aunque en este estudio F. graminearum (FGSC) y F. subglutinans (FFSC) fueron
las especies de Fusarium asociadas a la pudricion del tallo en el Valle de Ubaté es
importante determinar la distribucién de estas y otras especies de Fusarium
asociadas a la pudricion del tallo en las zonas de produccion de clima frio en el
tropico alto andino.

iv.  Adelantar andlisis filogenéticos mas robustos sobre las poblaciones de F.
graminearum encontradas en el trépico frio alto andino en Colombia que permitan
determinar el (los) linaje (s) /poblaciones mas predominantes en el pais.

v.  Caracterizar atributos de resistencia de las variedades de maiz de clima frio a la
pudricion del tallo bajo condiciones de limitada disponibilidad de agua y exposicion
a episodios de alta intensidad de frio. De igual forma, incluir en los programas de
mejoramiento etapas de evaluacién bajo estas condiciones, de forma que las
mejoras por resistencia a esta afectacion sean consistentes con altos rendimientos

bajo condiciones de campo.
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vi.

vii.

viii.

Realizar estudios bajo condiciones controladas que aborden el efecto de
temperaturas constantes y alternantes y la disponibilidad de agua a nivel in vitro e
in vivo sobre el crecimiento y desarrollo de Fusarium spp. para profundizar en
aspectos basicos de su biologia y produccion de micotoxinas.

Evaluar tratamientos quimicos y biolégicos para el control de F. graminearumy F.
subglutinans a nivel in vitro y su eficacia en semillas y plantas de maiz bajo
condiciones controladas, con el fin de contar con un mayor nimero de herramientas
de manejo con aplicacién practica para el manejo de la pudricion del tallo bajo
condiciones de campo.

Determinar el efecto de la inoculacién de Fusarium spp. sobre el crecimiento y
desarrollo de plantas de maiz en condiciones controladas y en campo, y la
evaluacion de los atributos de rendimiento los cuales son estudios fundamentales
para determinar el beneficio de la asociacion Fusarium spp.- maiz y orientar
decisiones de manejo.

Evaluar las respuestas de la planta de maiz a la inoculacion de F. graminearum'y
F. subglutinans por medio de analisis del transcriptoma y proteoma con el fin de
dilucidar los mecanismos de la interaccién planta - microorganismo que son
modulados por condiciones ambientales especificas y que promueven o limitan la
relacién bidtrofa o hemibidtrofa que se pueda presentar entre Fusarium spp. y maiz.
Desarrollar modelos de prediccion y de riesgo de la pudricién del tallo de maiz en
las zonas de produccién de clima frio en la zona alto andina, por medio de la
integracion de informacion climatoldgica, condiciones de paisaje, practicas del
cultivo y resistencia de las variedades de maiz adaptadas a estas zonas de
produccion que permitan la seleccion de fechas de siembra més apropiadas y la

planeacion de la produccién a nivel regional.
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A. Anexo: Tiempos de desinfeccion
de los explantes de maiz segun la
etapa fenolégica del material vegetal.
V3, V6 y V9: tres, seis y nueve hojas
verdaderas, VT: espigamiento.

Etapa fenologica
Reactivo i g

Semilla V3 V6 V9 vT
Etanol 70% 307 307 1’ 1’ 1’
Hipoclorito 2% 30~ 30~ 1’ 1’ 2
Agua destilada estéril 2 2 2 2’ 2’
"~ Minutos

" Segundos
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B. Anexo: Identificacion molecular
de aislamientos de Fusarium spp.

LR Centro Nacional de Secuenciacion Genémica
UNIVERSIDAD
DEANTIOOUIA 9/10/19
Informe de identificacion de hongos basado en secuenciacion y
andlisis filogenético de la region Intergénica ribosomal ITS
UEST 4
Material recibido:

El 20/08/2019, se recibieron dos cajas de petri identificadas con los codigos: 26B2 y 45D2

26B2

Edificio SIU: Carrera 53 N." 61 - 30
Teléfono: (574) 2196402 « Fax (574) 210 6565 « NIT: 890980040-8 « Apartado: 1226
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Amplificacion del marcador ribosomal 1TS:

Se amplifico |a region intergénica ribosemal ITS mediante PCR utilizando les eligenuclectidos ITS1:
B TCCGTAGGTGAACCTGOGE 3 e ITSA: 5° TCCTCCGCTTATTGATATGE 3, los cuales amplifican un
fregmento aproximado de 560 pares de bases (bp). El producte de PCR se sometio 8 una resccién
de secuenciamiento capilar en ambas cadenas. La secuencia consensus obtenida se prezenta final
del informe.

Clasificacion de los microorganismos utilizando el algoritmio CLASSIFIER con la base de datos del
Ribozomal Database Project:

1. 26B2: Fungi 1.0) Ascomycota 1.0|Serdariomycetes 1.0|Hypocreales 1.0)
Mectrizceas 1.0|Gibberella 1.0

2. 45D2: Fungi 1.0| Ascomycote 1.0|Sordariomycetes 10| Hypocreales 1.0|
MNectriaceas 1.0|Gibberella 1.0

MOTA: La clasificacion obtenida con el Ribosomal Database Project (RDFP), nos indica gue las
cepas identificadas son del género Gibberelio sp. Este género v Fusarium sp, representan
generos anamaorfos v por lo tanto la filogenia para la identificacion precisa de las dos cepas
e5 construida a partir de secuencias de referencia del género Fusarium sp (Ver filogenia).

Edificio SIU: Carrara 53 N." 61 - 30
Taléfono: (574) 2106402 » Fax {574) 210 6565 = NIT: 800080040-8 » Apartado: 1226
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Arbol filogenético [Neighbor-joining) de la regién intergénica ribosomal ITS de los
microorganismos en estudio (2682 y 4502):

Fusarum caysporum [ sp. coans Foo 160 JNaDnaTa.
Fusarum coaysporum [ ap. cubanse BMAEETFoo MNIBB2ET 1
Fussarim oaysporem DEasg! LTET0803. 1

Fumarum axysporum [ sp. pcopersiol FOBN KFS144301
Fusarium oxyaporum 1. cubansn ATCC SE285

Fusiarium coysporum [ sp, cears Foel 20 JWNAD0DAGS. 1
Fusarum caysporum [, sp, cucumarnnum ATCG 16418
Fumarum axysporum [ sp. cyclamins stmin ATOD 18081

_C Fusarum weriicilcddas MITE1883 GQAT8197 2
Rk W canlig 4502 1

Fusanum lateriium 237 LN8s45171

Fusarium subglfinans BAFCFeir01 2 KOA04632.1
Fusarum anihophium 1171 LMBBAG21 1

Fusanum vedic loides LAPER | 05 3018 KRO®0GMM 1
Fusarium coysporus [ oubsrse A04 MEG2G11.

Fusiarium chiamydosporum MITE1E10 48537731
i s E Fusanum incarmium ELEZ0ATE)
e Fusarium aquisali M ITE18206 KC2H02E.1

Fusiarium spoeniichioidas MITE 28R KO3 5405 1
Fussarum graminsansm KMIT 024
W canlig A6B2 1
Fusarum culwaiim DEM 1004 EF 1870101
Fusarum ssslicum JX034x KPETIIES 1
— Fumarum ocaysporum |, sp. cubenss Jubsird MM121161 .1
T3 Fusarum axysporum [ sp. poopersiol FOGE KFS1448009
— T Fumarum redomna sirain FF-00 11 BFAIB03E

a8 27 Fusarum proberatun TuloS LTAT0008. ¢
az Fusarum prolfaraum TuF o LTATOE0. 1

24 Fus arum penlfenatum KD 54007
Fusarium of, solasy 2 KC-3013 FESC-CAR 1Ty KCHDEN 1
Iw Fusarum of. solanl 2 KC-2013 FEEC-S2136Th KCO0a5es 1

Fusiarum falsforma FASC-DAIES JEDE2581 1
Fusarium sclanl ATCCA28TT KFO30070,
Fusanum facforme F 835 Ceon | 4485 JNSEESG0.1
Fusiarum soam 791 LNBSARA0 1
Fumariiim kamloplastcim MITS1833 KP1322148.1
Fusarum of. solani 3 KC-2012 FESC-RTTO ROMBE10.1
Fusarum af. solanl 3 KC2013 FESSC-RTI0 KCHTHE08 1
Fusiarum aaswnalum TuBoS LTRT08C0T 1

a1 Fusarum averaceum Jé-0Sl KE1TIT0.1
I?C Fusarum acum inabur KJ001 T6A

iz

= Fumarum dnsrum MTE 182 GORATE113.1
st Fusarum daiphnoides MITS 1821 EFBEanss
Aspegilus aryrae KFETO020.1
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Resultado de la clasificacién:
Microorganismos identificados en las muestras 26B2 y 4502: Fusarium sp.

NOTA: Es importante resaltar que la regidn intergénica ribosomal ITS no permite hacer una asignacién
taxondmica precisa a categoria de especie. 5i se necesita esta confirmacion, se recomienda utilizar de manera
complementaria al menos un gen codificante, segan lo indigue la literatura cientifica para el género
respectivo.

Identificacion molecular de Fusarium sp hasta la categoria taxonomica especie, utilizando el
marcador molecular codificante EF1 (translation elongation factor 1) de las cepas de Fusarium sp
26B2 y 45D2

Amplificacion del marcador ef1:

Mediante PCR convencional, se amplificd el marcador molecular codificante efI de las cepas de
Fusarium sp 26B2 y 45D2, utilizando los oligonucledtidos EF50Fw: 5' CGACTCTGGCAAGTCGACCAC
3" y EF580R 5 CTCGGCTTTGAGCTTGTCAAG 3, los cuales amplifican un fragmento de
aproximadamente 500 pares de bases (pb). El producto de PCR amplificado para ambas cepas, se
sometio a una reaccion de secuenciamiento capilar por ambas cadenas. La secuencia consensus
obtenida cada una de las cepas se presenta al final del informe.

Andlisis filogenético usando el marcador efi1:

Se llevd a cabo un analisis filogenético que permitiera identificar el taxon al que pertenece la
secuencia de efl. Se realizd la bisqueda de las secuencias homdlogas de la region efl en las bases
de datos y se consideraron las secuencias reportadas en el articulo publicado por A. A, Stakheevl y
colaboradores en el afio 2018. Para el analisis filogenético de la secuencia se usd el paquete MEGA
versign 6.0, Se calculd matriz de distancias y para la construccidn del arbol filogenético se utilizé el
método de Neighbor-joining con 1000 réplicas de “bootstrap” (Figura 2).

Edificio SIU: Carrera 53 N.° 61 - 30 i
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Web: hitp://siu.udea.edu.co = Medellin — Colombia



157

Centro Nacional de Secuenciacion Genoémica

UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA

LTETOTET. 1 Fusarium axysporum OrSahg! (lef1a)
AF 321661 Fusarium cxysporum EF1 partial saquence
AF362159.1 Fusarium oxysporum EF1 partial sequence
LE4 78756, 1 Fusanium axysporum Indo@d2(ef1a)
LS4 T9653.1 Fusarum oxysporum Mald3(tef1a)
— AF160278.1 Fusarium sacchari NRRL1309%9 {tef1a)
= KFT53402.1 Fusarium mangiferas LMAF D524 (tefHa)
JNBISTAT 1 Fusarium fupkurol voucher Mo308 (tef1a)
!

]

LTaTO7EE.1 Fusakum pradiferatum TuPo1(laf1a)
a0 LTETO7ES.1 Fusanom pradiferatum TuPablaif a)
HM213%87.1 Fusarium subglubnans KACS 47733 (et )
ME1SZEEG.1 Fusarium subglutinans YOHDE {ief1)
ﬁ 74 Contig Fusarum 4502 TEF
MHS82310,1 Fusarium subglutinans EF1 partial cds
82 HMM347 131.1 Fusarium subglutinans EF1 partial cds

AF1B0288.1 Fusarium subglutinans EF1 partial eds

KUB45257 1 Fusarium redolens FO3C (tel1a)
IDQ,24TE-5|1.1 Fusarium solani EF1 partial eds
‘|m| Di2247445.1 Fusarium solanl EF1 partial eds
GQB15508.1 Fusarium longipas NRRL 20685 (tef1a)
MGEISTZ3.1 Fusarium equisst 64414 {taf1a)
94 MGI39724,1 Fusarium equiseti 85201 (laf1a)
MGSESTE6.1 Fusarium sambucinum F-842 (bel1a)

MGIEET40,1 Fusanum vensenalum 56242 (lef1a)
MGOA97 34,1 Fusanum poae 47401 (1af1a)
MGOEETIZ. 1 Fusanum langsethise 55201 (tef1a)
MGAASTA0.1 Fusanum sporotrichioides 33100 (tef1a)
MGEBSTIT. 1 Fusarium sibircum 11007 {tafla)

77 MGIBSTA1 .1 Fusaium sporotrichicides 84706 (tef1a)
MGEBET 14,1 Fusarium culmorum 05-111 (tefia)

MEEEET15.1 Fusarium culmarum 0917 {laf1a)

MGIA9711 .1 Fusarium ceraals 37031 (laMa)

MGSROT12.1 Fusarum cerealis 41727 (tef1a)

MIGOAST AT 1 Fusanum ussurlanum 20813 (kef1a)

MGEOAST 48,1 Fusanum ussurianum 58212 (tef1a)

& Config Fusarium 2682 TEF

MHEEZ 238,71 Fusarium graminearum EF1 xpartial cds
MGIASTEE,1 Fusanum graminearim 418086 (1ef1a)

51

MGGEEATZT. 1 Fusarium gramanearum 8702 (1ef1a)

HM3AT133.1 Fusarum dimersm MREL 36140 (tef1a)

0.05

Figura 2. Arbol filogenético (Neighbor-joining) do el marcador molecular codificante ef1 de

I

las cepas 26B2 y 45D2 de Fusarium sp.
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Resultado de la clasificacion hasta la categoria taxondmica especie:

* De acuerdo con la matriz de distancia calculada para el marcador ef1 (TEF), la secuencia de
la cepa 45D2 (45D2 TEF) es cercana a la secuencia de referencia de la especie Fusarium
subglutinans (con una distancia de 0.005). Esto fue corroborado en el arbol filogenético
realizado por el método de Neighbor joining, donde esta secuencia forma un grupo
hermano con la secuencia de Fusarium subglutinans ("bootstrap” de 74).

+ Asimismeo, en el arbol filogenético, la secuencia de la cepa 26B2 (26B2 TEF) se agrupa en la
clada gue incluye las secuencias de las especies Fusarium cerealis, Fusarium ussurignum y
Fusarium graminerum; siendo mas cercana a las especies Fusarium cereales y Fusarium
ussurionum (con distancia de 0.019 calculada en la matriz) y mas distante a la especie
Fusarium graminerum (distancias entre 0.024 y 0.029 calculadas en la matriz).

Clasificacion:

* Los resultados obtenidos indican que la cepa 45D2, se puede clasificar a nivel de especie
como Fusarium subglutinans.

* Los resultados obtenidos indican que la cepa 26B2, se puede clasificar como Fusarium spp,
siendo las especies mas cercanas Fusarium cerealis y Fusarium ussurianum,
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Secuencias de las regiones intergénicas ribosomales ITS de los microorganismos:

oemesg FEEZ 1

o SRETTTRCRRCTOOCRRRS
ARCATIC =
SCAGEARCCCTARAL IO 55
BRCTTTCAACAACEEATCTCTTS RGCRRR
TECAGRNTTCRIIER RGO

CAETATICTS TEOCT BoCCTCRKECOCR
AR T A T TR TR AT T OO SRR R T AR T TS S TS S TCROS TORAECTICCRT
AECETACTARTTTACACATCRTTRAC TSR RRCCCCRRC
TRCTEARTE T IRACTTOREATT BCTTRRGCRIRTC
Socombig &2E2 1
b e e

= RRRCEEEAS EREERCCCTTRRRTT

ST ACCRACTS PPy
ARCRRCCEGEEAR TR ARG SRR TR T T TR ARG S ERRE RS TR T RRR
ARG ARG
ARTCCRCTTTTTICTTTTTTCARRE] B BOTREL
T o
TIOCTTRRRRTTTTTTITT

ECARCETTICRAR e
TRARGOCTTTGCTTGARTTTT SRECCRS
TCARGTAL T .
—

CORACTIOREEOCAGTORAOCACT CTRCCCPCEACERTERG
CETTRIC RRGAC
AEACOEETCACTTERTY . R RECERRTTRTCE
P TEPOOCTR =4
POGARAC m——

CRTT ACTORRECR 5
AT AR S T AT ST S T T ARG A TR AR TR T TSR R TR SRR ITS
CTERGT TOCTTCRRETRS RRGCTC
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C. Anexo: ANOVA frecuencias de
aislamiento

FRECUENCIA AISLAMIENTO ENTRE VARIEDADES

ANOVA
ALIDPC
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 3526781,668 1 3526781668 3124 091
Dentro de grupos 2485687003 22 1128857728
Total 28383651 69 23
FRECUENCIA AISLAMIENTO ENTRE ORIGEN DE EXPLANTE
ANOVA
AUDFC
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 5340139168 2 2670069584 2433 112
Dentro de grupos 2304351253 21 1087310,120

Total 28383651,69 23
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D.

Anexo: ANOVA AUMGC

AUDPC
Suma de Media
cuadrados cuadratica F Sig.
Entre grupos 37283507 18641,753 40,454 000
Dentro de grupos 25805 467 460812
Tatal 63088974
CLA
AUDPC
Suma de Media
cuadrados cuadratica F Sig.
Entre grupos 138622 539 £9311,270 33,290 000
Dentro de grupos 1165582 956 2082,017
Total 255215 4495
PDA
ALDFC
Surma de Media
cuadrados cuadratica F Sig.
Entre grupos 37586953 18793477 24,089 ,0oo
Dentro de grupos 436688,712 780,156
Total 81275 665
SNA
AUDPC
Suma de Media
cuadrados cuadratica F Sig.
Entre grupos 20905,155 10452678 42 679 .aoo
Dentro de grupos 13715,025 244911
Taotal 34620,180

AW
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E. Anexo: analisis microbiolégico de
lotes con historial de pudricion del
tallo

8L L vERSIDAL FORMATO DE ENTREGA DE \
NACIONAI RESULTADOS DE ANALISIS )
MBIA FITOPATOLOGICO

Laboratorio de Sanidad Vegetal: Clinica de Plantas. Facultad de
Universidad Nacional de Colombia. Bogota. Tel: 316500
cliplantas_fab

iencias Agrarias. Edifico 500. Laboratorio 321.
ext. 19085 6 19111 reo electronico:

({@unal.edu.co. http://agron du.co
N° REMISION

omia.unal.e

IDENTIFICACION DEL SOLICITANTE |

Nombre: PROYECTO FRIJOL Y MAIZ Contacto: Dra. Sandra Gomez Caro
C.C & NIT: Direccidn:

Teléfono yio Fax: | 3204037910 E-mail:

MUESTRA

Identificacién de la muestra: Remision 2110.

Cultivo y/o variedad Suelo

Andlisis solicitado: Determinacién de unidades formadoras de colonia (ufc) de honges y

bacterias sin identificacién (suelo y sustratos)

Fecha de elaboracién del informe:
Fecha de entrega del informe:
Descripcion de la muestra:  Se recibieron como muestra 4 bolsas que contienen suelo. Se solicita realizar
determinacion de unidades formadoras de colonia (ufc) de hongos y bacterias sin identificacion (suelo y
sustratos).
Las bolsas vienen identificadas como:

MUESTRA 1. CON RESIDUQS SIMIJACA ANTONIO FORERO

MUESTRA 2. SIN RESIDUOS SIMIJACA- ANTONIO FORERO

MUESTRA 3. CON RESIDUQS SIMIJACA- ANTONIO FORERO

MUESTRA 4. SIN RESIDUOS SIMIJACA- ANTONIO FORERO

PROCEDIMIENTOS REALIZADOS
Identificacion
1. Homogenizacion de cada una de las muestras de suelo.
2. Meétodo de dilucion estandar base 10 a partir de 100 gramos de sustrato en 900 ml de agua destilada.
3. Diluciones seriadas y siembra de superficie de las diluciones 10% , 105y 10 © en medic de cultivo de
uso general para hongos Papa —dextrosa- Agar (PDA), 5 repeticiones por factor de dilucidn
4. Diluciones seriadas y siembra de superficie de las diluciones 10, 10% y 10 ¥ en medic de cultivo de
uso general para bacterias Agar Nutritive (AN), 5 repeticiones por factor de dilucion
5. Incubacién a 25 *C.
6. Pruebas bioguimicas para identificacion de géneros comunes de bacterias

RESULTADOS

A continuacion se presentan el resultado obtenido del analisis de :
MUESTRA IDENTIFICADA COMO M1:

Mediante el uso de método de dilucién estandar base 10 partiendo de 100 gramos de suelo en 900 ml de agua
destilada se establecio:

la poblacién total de hongos en el sustrato de siembra M1 es de:  1.80 x107 ufc/g. sustrato.

Dentro de los géneros de honges identificados se encontraron:
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Géneros identificados ufc/g. sustrato

Cladosporium 2.0 x10% ufc/g. sustrato
Beauvena 4.0 x10% ufc/g. sustrato
Peniciflium 6.0 x10% ufc/g. sustrato
Levaduras 6.0 x10% ufc/g. sustrato
TOTAL: 1.8 X107 ufc/g sustrato

Utilizando el método de las diluciones seriadas no se observaron crecimiento de colonias de Fusarum.
Se identificaron actinomycetes en una concentracién de: 1.0 x107 ufc/g. sustrato

Poblacién de bacterias: poblacion total: 4.6 x107 ufc/g. sustrato

Forma celular Tincion de Géneros
Gram identificados
Cocos 1.0 x107 ufc/g.
sustrato
Bacilos 3.0 x107 ufclg. | Gram + 20 x10% ufefg. | Bacillus
sustrato sustrato
Gram - 3.4 107 ufclg. | Erwima 24 x107 ufc/g.
sustrato sustrato
1.0 x107 ufclg | NO Posible
sustrato IDENTIFICADOS Azotobacter
TOTAL 4.6 X107 ufc/g. sustrato

MUESTRA IDENTIFICADA COMO M2:

Mediante el uso de método de dilucion estandar base 10 partiendo de 100 gramos de suelo en 900 ml de agua
destilada se establecid:

|a poblacion total de hongos en el sustrato identificado como M2 es de: 6.0 x10% ufc/g. sustrato. Dentro de los
géneros de hongos identificados se encontraron:

Géneros identificados

Aspergillus 2.0 x107 ufc/g. sustrato
Cladosporum 2.0 x107 ufc/g. sustrato
Peniciflium 2.0 x107 ufc/g. sustrato
TOTAL 6.0 X107 ufc/g. sustrato

Utilizando el método de las diluciones seriadas no se observaron crecimiento de colonias de Fusarium.

Poblacién de bacterias: poblacién total 6.0 X107 ufc/g. sustrato, identificando:

[
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Forma Género(s)
celular identificado
cOCos 28 x107  ufclg
sustrato
Bacilos 32 x107 ufc/g | Gram [ 20 x10° ufcdfg | Bacillus
sustrato + sustrato
Gram- | 3.0 x107 ufcfg. | Erwinva 240 X107 ufclg.
sustrato sustrato
Pantoea 6.0 x10% ufclg.
sustrato
TOTAL 6.0 X107 ufc/g.
sustrato

MUESTRA IDENTIFICADA COMO M3:

Mediante el uso de método de dilucidn estandar base 10 partiendo de 100 gramos de suelo en 900 ml de agua

destilada se establecid:

la poblacion total de hongos en el sustrato de siembra identificado como M3 es de: 6.8 X105 ufc/g. sustrato.
Dentro de los géneros de hongos identificados se encontraron:

Género identificado

Aspergillus 2 0 x10° ufcly. sustrato
Beauvena 6.0 x10% ufc/y. sustrato
Cladosporium 2.0 x107 ufcly. sustrato
Penicillium 8.0 x107 ufcly. sustrato
Levaduras 5.0 x107 ufc/y. sustrato
Total 6.8 x 107 ufc/g. sustrato

Se identificaron actinomycetes en una concentracién de: 2.0 x108 ufc/g. sustrato.

La poblacién total de bacterias es de;_ 7.0 x107 ufc/g. sustrato .

Forma celular

COCoS 4.60 x 107 ufelg. sustrato

Bacilos 2 4107 ufc/g. sustrato | Gram + | Bacillus | 8.0 x10% ufc/g_ sustrato
Gram - | Erwimia | 1.6 x107 ufc/g. sustrato

Total 7.0 x107 ufcly. sustrato
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2110

MUESTRA IDENTIFICADA COMO M4:

Mediante el uso de método de dilucidn estdndar base 10 partiendo de 100 gramos de suelo 2n 900 ml de agua
destilada se establecid:

la poblacién total de hongos en el susirato de siembra identificado como M4 es de: 1.4 X107 ufc/g. sustrato.

Dentro de los géneros de hongos identificados se encontraron:

Generos ideniificados

Aspergillus 2 0 x10F uic/g. sustrato
Penicillium 6.0 x 107 ufc/g. susiraio
[Levaduras 6.0 x10° uic/g. sustrato
Tofal 1.4 707 ufcig. susirafo

La poblacion total de bacterias en el susirato es de: 7.20 %107 ufc/g. sustrato.

Forma celular Genero identificado
Cocos 460 =107 ufcig.
sustrato
Bacilos 26 x107 uicfg. | Gram + 4.0 105 ufcig. | Bacillus
sustrato sustrato
Gram - 220 x107 ufcig. | Enwinia 1.0 x 107 ufcig.
sustrato sustrato
Fantoea 0.0 xT0% ufcig.
sustrato
NO 6.0 X107 ufcig.
IDENTIFICADAS sustrato
Totial 720 x107 ufcfg. sustraio
RESULTADOS VALIDOS SOLO PARA LA MUESTRA ANALIZADA.
COMENTARIOS

Esta informacion debe servir como base para que un Ingeniero Agronomo establezca las medidas de manejo del

problema.

SANDRA GOMEZ CARO LA. Ph. D.

Coordinadora Clinica de plantas
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F. Anexo:

(HPLC)

49.5.01
AOQAC Official Method 995.15
Fumaonisins B,, B, and B; in Corn
Liquid Chromatographic Method

First Action 1995
Final Action 1999

ACACIUPAC Method

(Applicable for determination of firnonisins in com at 21 pgg.)

Caution: Fumonising are hepatotoxic and carcinogenic to rats;
effects on humans are not fully kmown. Wear protective
gloves to avoild slan contact with com extracts. Amy
laboratory spillages should be washed with a 5% aque-
ous solution of commercial sodium hypochlorite fol-
lowed by H,O.

See Table 995,15 for results of the interlaboratory study support-
ing acceptance of the method.

A. Principle

Fumonisins are extracted from com with methanel-H. O solution.
Filtered extract is purified on strong anion exchange solid-phase ex-
traction cartridge and fumonisins are eluted with acefic
arid-methanol solution. Residue is dissolved in methanol and
o-phthaldialdehyde (OPA)2-mercaptoethancl is added to form flu-

AOAC
Performance Liquid Chromatography

995.15

acoplada
espectrofluorometria.

orescent firmonisin derivatives, determined by reversed-phase
liquid chromatography with flucrescence detection.

B. Apparatus

(a) Liguid chromatograph (LC)—LC pump delivering
1 mI/min constant flow rate, with Injection system calibrated to de-
liver 10 pL.

(b} LC codummn—{{) 150 »4.6 mm id, C,, reversed-phase, stain-
less steel, packed with 5 pm octadecyl silica (ODS) matenial, and
(2} sutable comresponding reversed-phase guard column contaming
similar packing material Maintain LC column oven at ambient tem-
perature (ca 23°C).

(€) Fluorescence detector —Variable wavelength: set at 335 nm
(excitation) and 440 nm (emis=ion).

(d) Tissue homogenizer.

(&) Solid phase extraction (SFE) cariridges —10 mL capacity;
containing 300 mg silica-based strong amion exchange (SAX)
sorbent (Varian Bond Elut” cartridge is suitable). Evaluate perfor-
mance of individual batches of sorbent using certified or in-house
reference materials.

(f) SPE manifoid.

(g) Soivent evaporator —To hold 4 mL capacity glass vials; op-
erating at 60°C.

(h) Membrane filier —Porosity 045 pm.

C. Reagents
(All reagents must be analytical grade, unless otherwise noted.)

Table 995.15 Interlaboratory study results for determination of fumonizins in corn by ligquid chromatographic method
Fumaonisin Amount added,
analegue ng'g Mean, ng/g Recovery, % 3 Sr R3D;, % RS0, % s R’
By 500 403 811 2838 56.2 71 139 a0.s 157.4
1000 813 213 474 1274 53 157 1327 1567
2000 1621 811 1247 2611 77 16.1 3482 7311
4000 3245 211 1997 4941 6.2 152 5502 13835
000 6732 842 736.6 10089.7 10.9 16.3 20625 3079.2
NB,® 4246 — 561.7 9441 13.2 222 1572.8 2643.5
B, 200 152 759 127 247 5.4 16.3 35.6 69.2
400 313 783 266 494 &5 155 745 138.3
a00 618 773 734 119.7 1.9 19.3 2055 3352
1600 1204 209 931 2223 72 17.2 2607 6224
3200 2619 819 3184 467.7 12.2 178 891.5 13096
MB,” 1234 — 215.4 329.4 17.5 26.7 603.1 922.3
B4 100 76 7548 77 149 10.1 196 218 M7
200 161 a0.7 277 353 17.2 21.9 778 95.8
400 319 747 439 714 15.4 224 1369 199.9
300 656 820 527 1355 8.0 21.2 1476 3856
1600 1389 265 193.3 2709 14.3 19.5 5544 7585
NB4* 373 — 63.2 92.7 16.9 249 177.0 259.6
P r=28xs.
" R=2Bxsg

ME, = Comn naturally contaminated with fumonisin B, at 3 mean conceniration of 4245 nglg.
M8, = Comn naturally contaminated with furmonisin B, at a mean concentration of 1234 ngfp.
W8, = Comn naturally contaminated with fumonisin B, at a mean concentration of 373 nplg.

High

a
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(a) Methanol.

(b) Phosphoric acid —Concentration >85%.

(€} I-Mercapioethanol.

(d) dcefonitrile-H,0 solution—1+1 (viv).

(e) Acetic acid-methanol solution {1 + 33)—Use glacial acetic
acid when preparing solution.

(f) Sodium dilydrogen phosphate solution—{0 1M Dissolve
15.6 g NaH,PO,2H,Oin 1 L H,0.

(g) Methanol-H,0 solution—3 + 1 (wv).

(h) Sodiwm hydroxide—I1NM. Dissolve 40.0 gNaOHin 1L H.O.

(i) Disodium tetraborate solution—0.1M. Dissclve 3.8 g
Na,B,0.-10H,0 n 100 mL H,O.

(j) LC mobile phase —Nethanol-0.1M NaH,PO, (77 + 23; wiv),
adjusted to apparent pH 3.3 with H,PO,, (b) Filter mobile phase
through membrane filter and pump at 1 ml/min flow rate. LC mo-
bile phase composition may have to be adjusted to conform with in-
dividual LC column characteristics.

(k) o-Phthaldialdelyde (OPA) reagent —Dissolve 40 mg OPA
in 1 mL methanol, {a), and dilute with 5 mL 0.1M Na,B,0,, (i), add
50 pL 2-mercaptoethancl, {c), and mix. Store OPA reagent at room
temperature in capped amber or aluminum foil-covered vial up to
1 week.

(I} Fumonisin sitandards —Available from PROMEC, Medical
Besearch Council, PO Box 19070, Tygerberg 7303, South Africa.

{m) Fumonisin standard selutions —Prepare stock solution of
individual fumonisin B1, fumonisin B2, and fumonisin B3 at con-
centrations of 230 pg/mL n acetonitrile-H20 solution, {d). Trans-
fer 100 pL aliquots of each stock solution to clean glass vial and add
200 pL acetoruirile—H20 solution, (d), to yield standard working so-
Iution containing the 3 fimonisin analogues at individual concentra-
tions of 50 pg/ml. Fumomsins stock and working standard
solutions are stable up to 6 months at 45C.

D. Extraction and Cleanup

Grind corn laboratory sample to yield material of such size that
ca 30% is retained between 500-250 ym mesh screens. Weigh 50 g
test portion into 250 mL plastic centrifuge bottle. Add 100 mL
methanol-H,O solution, C(g). and homogemize 3 min at 50% full
speed setting. Alternatively, blender may also be used at the same
speed settings, but period of 3 mim should be allowed for complete
extraction.

Centrifuge mixture 10 min at 500 =g and filter supemnate through

fluted filter paper. Filtrate should have apparent pH ca 5 8. If neces-
sary, adjust pH to 3.8-6.5 with IM NaOH (only 2-3 drops should be
required).
Fit SPE cartridge to SPE manifold. Condition cartridge by washing
successively with 5 mL. methanol, Cfa), followed by 5 mL metha
nel-H,0 solution, Clg). Apply 10mL filtered extract to carndge, while
maintaining flow rate <2 mL/min Wash cartridge with 5 mL metha-
nol-H,O solution followed by 3 mL methanol. Do not let cartridge dry.
Elute fumonizsine with 10 mL acetic acid-methanol sohition, Cle), at
flowrate =1 mL/mm. (Note: It is critical that flow rate does not excead 1
mL/min) Collect eluate m 20 mL glass collection vial.

Sequentially transfer aliquot of eluate to 4 mL glass vial, while
evaporating solvent to dryness under stream of N at ca 60°C. Rinse
collection vial with 1 mL methanol and add rinsing solvent to 4 mL
vial, washing sides of vial to concentrate residue at its base. Evapo-
rate additional methancl to dryness to ensure that all acetic acid has
evaporated. Dried residues may be retamed up to 1 week at 4°C prier
to LC analysis.

E. Derivatization and LC Analysis

(a) Preparation of standard derivative—Transfer 25 pL
fumomnisin standard working solution, Cim), to base of small test
tube. Add 225 pL OPA reagent. Clk), mix, and inject 10 pL into LC
system within 1 min after addition of OPA reagent.

(Note: It is critical to adhere to reproducible times between addi-
tion of OPA reagent and mjection into LC system. Fluorescence of
OPA-fumonizin begings to decrease after 2 min )

(b)) Detector and recorder responre —Adjust sensitivity settings
of fluorescence detector so fumonisin B, standard-OPA derivative
vields at least 80% recorder response.

() Cornexiracts —Fedissolve residue from D in 200 pL methanol.
Transfer 25 pL solution to base of small test tube and add 225 L OPA
reagent. Mix and mject 10 pL solution into LC system within 1 mm of
adding OPA reagent All fumonisin peaks should be on scale. Peak
dentity should be confirmed by companson of retention times n ex-
tracts with those ohserved for individual fumonisin standard.

If fumonisin chromatopraphic peaks exceed those of fumonisin
standard zolution, make additional dilutions of extracts with metha-
nol and repeat dervatization with OPA reagent.

F. Calculations

Calculate fumonisin present in aliquot injected (F; ng) into LC

system using peak areas for each fumomnisin analogue, as follows:

P,
F =_ x5
9=

where P, = individual fumonisin peak area of test solution; = indi-
vidual fumonisin peak area of standard solution; 5= amount of indi-
vidual fumomnisin standard mjected mto LC system (50 ng/fumonisin
analegue) [based on concentration in fumonisin standard working
solution, Clm)].

Calculate concentration of fumenisin present in com C (ng/g), as
follows:

. Fwl =D
O (nsfe) = :
(ng/g) 7
where F,=total volume of dervatized solution, 250 uL; D= any di-
lution factor which may have been usad; I, = injection volume,
10 WL; I = test portion equivalent weight, 0.625 g.
References: J ACAC Inr. 79, 688(1996).
CAS-116353-83-0 (Fumonisin B )
CAS-116353-84-1 (Fumonisin B,)
CAS-136379-39-4 (Fumonizin B,)

Revised: Jure 2000

@ 2000 AOAC INTERNATIOMNAL
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G. Anexo: NTC 59.61 High
Performance Liquid Chromatography
(HPLC) acoplada a UV

NORMA TECNICA NTC
COLOMBIANA 5961
2012-12-12

DETERMINACION DE DEOXINIVALENOL (DON)
EN HARINA DE TRIGO BLANCA, HARINA DE
TRIGO INTEGRAL Y SALVADO DE TRIGO
MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA /EXTRACCION EN FASE SOLIDA

“’ E: DETERMINATION OF DEOXYNIVALENOL IN WHITE

g FLOUR, WHOLE WHEAT FLOUR, AND BRAN BY SOLID-
|confec PHASE EXTRACTION/LIQUID CHROMATOGRAPHY

Internaclional

CORRESPONDENCIA: esta es una version idéntica por
traduccion (IDT) a su documento de
referencia la AOAC PVM 2:1997.

DESCRIPTORES: determinacion  de  deoxinivalenol,
determinacion de DON; harina de trigo
blanca; harina de trigo integral,
salvado de trigo.

1.C.8.:656.120

Editada por el Instituto Colombiano de Mormas Técnicas y Certificacién (ICONTEC)
Apartado 14237 Bogotd, D.C. - Tel. (571) 6078888 - Fax (571) 2221435

Prohibida su reproduccion Editada 2012-12-21
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H. Anexo: ANOVA longitud de Ia
planta

Frocedimiento GLM

Varigkle dependiente: longitud planta

Fuma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Fr > F
Modelo 4 3520.13000 880.03250 T.08 <. 0001
Error 195 24Z91.02500 124.546%838
Total corregide 149 27E811.15500
R—cuadradc Coef Var Raiz MSE altura Media
0.128573 11.94527 11.16106 83.43500

Cugadradeo de
Fuente DF Tipo I 55 la media F-Valor Pr > F

tratamientos 4 3520.130004 B80.032500 7.08 <. 0001
Cugadradeo de
Fuente CF Tipo III 35 la media F-Valor Fr > F

tratamientos 4 3520.130000 B80.032500 7.08 <.0001
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|. Anexo: Analisis de fumonisinas vy
deoxinivalenol en semilla de maiz
variedad Simijaca

i

)
*

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE BOGOTA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA
LABORATORIO DE TOXICOLOGIA

INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS

Remitente: Universidad Nacional de Colombia. Resultado: 198/2017

Persona de contacto: German Maldonade Fecha reporte: 2017-12-13

Direccion: No suministrada Tipo de Informe Final

Teléfono: No suministrada e-mail gymaldonadoa@unal.edu.co
Fecha de recepcion de muestras: 2017-12-01 Paginalde1

ANALISIS DE FUMONISINAS |

Técnica : ADAC 995.15 HPLC-espectrofluorometria Limite de cuantificacion : 50 pg/kg
Fecha de andlisis: 2017-12-12

PESO FB1 FB2 FB3 F total
No. MUESTRA
(e] (ug/ke) (me/ke) (ue/ke) (ue/ke)
Trazas
1584 MAIZ UNAL 1000 70 N.D. <10a 70
1988 MAIZ SIMUACA 1000 MN.D. N.D. N.D. e
ANALISIS DE DEOXINIVALENOL
Técnica : NTC 5961 HPLC-UW Limite de cuantificacion: 100 ug/kg
Fecha de analisis: 2017-12-05
No. MUESTRA PESO (g) DEOXINIVALENOL (pg/kg)
198A MAIZ UNAL 1000 N.D.
1588 MAIZ SIMIJACA 1000 N.D.
OBSERVACIONES

N.D.: No Detectable.

LOD: Limite de deteccion

LOQ;: Limite de cuantificacion

<LOQ;: La concentracion encontrada es detectable pero es menor al limite de cuantificacion.
Los resultados son validos Unicamente para la muestra analizada.

Las muestras recibidas se conservaran durante un periodo maximo de 30 dias.

Los resultados estan expresados en (partes por billon pg/kg).

Este resultado no es valido sin el sello seco del laboratorio de Toxicologia.

Elaborado por:

Edwin R Revisado por: Aprobado por:
A "’I'_” eyes Milena Cepeda Prof. Gonzalo J. Diaz, MV, M5c, PhD
nalista Analista Director

Direccién Cra 30 No 45-03, Edificio 561 B piso 1 Laboratorio de Toxicologia Conmutador: 316 5000 - extensién 19465
Telefax: 316 5000 - extensidn 19467 Correo electrénico: labtoxv_fmvzbog@unal.edu.co
Bogotd Colombia, Sur América
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J. Anexo: ANOVA de \variables
capitulo lll

Incidencia de la pudricion del tallo

Frocedimiento GLM
Tests de hipdtesis para =1 andlisis del modelo mixto de la varianza

WVariable dependiente: logincidencia

Cuadrade de
Fuente LF Tipc IIT 35 la media F-Valor Pr > F

3 46.73905 15.579684 4.61 0.0533

w

&.0001 Z0.29E8640 3.383081
0.95889+MS (viempo*parcelaprinci) + 0.0001*MS(Error)

Cuadrado de

Fuente DF Tipo III 55 la media F-Valcor PFr > F
* paroelaprincipal 2z 40.19242¢8 20.0%6214 5.9 0.037¢
Error 6.0023 20.250237 3.373731

Error: 0.9%969%*M5(tiempo*parcelaprinci) + 0.0031*MS(Error)
+ Este test gupone gue uno o mids efectos fijadoa =son igual a cero.

Cuadrado de

Fuente DF Tipo III 55 la media F-Valcor PFr > F
tiempo*parcelaprinei & 20.300381 3.3833099 15.78 <.0001

* subparcela 7 4.923480 0.704211 3.28 a.0022
paroelapr*subparcela 14 5.912e7¢6 0.422334 1.97 0.0193
Error: MS(Error) 34a 192559 0.214431

* Este test supone gue uno o mds efectoz fijados son igual a cero.|

Porcentaje de volcamiento

Procedimiento GLM
Tests de hipdtesis para =1 andlisis del meodelo mixto de la varianza

Varisble dependiente: ralz wvolcamiento

Cuadrado de

Fuente DF Tipo III SS la media F-Valcr Pr > F

* parcelaprincipal 2 40.350978 20.1754E89 1.82 0.2741
tiempo 3 832.298554 277.432851 22.25 0.o0012
Error [ T74.B805583 12.487599

Error: MS(tiempo*parcelaprinei)
+ E3te test supone gue uno o més efectos fijados =on igual a cera.

Cuadrado de

Fuente DF Tipo IIT S5 la media F-W¥alcr Pr > F

* subparcela 7 l2.816552 1.802370 1.a0 0.1343
parcelapr*subparcela 14 32.858925¢8 2.348233 2.08 0.01z22
tiempo*parcelaprinci [ T4.B05593 12.487599 11.407 <.0001
Error: MS(Error) 351 3595.486625 1.126743

* E3te tEesT supone gue uno o mas efectos fijados son igusl a cero.
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Variable dependiente:

Varigble dependiente:

Procedimiento GLM

Tests de hipdétesis para el andlisis del modelc mixto de la verianza

germinacion

Cuadradc de

Fuente LOF Tipe III 55 la media
repeticidn 3 148.578503 45,859501
Error 6.0136 202.476878 33.669662
Error: 0.9983*M5(repeticio*parcelapri) + 0.0007*M3(Errcr)
Cuadrado de
Fuente DF Tipo III 55 la media
* parcelaprincipal 2 351.894375 1%0.947188
Error 6.0185 202.872813 33.475208
Error: 0.9%991*MS (repeticio*parcelapri) + 0.0009*MS(Error)

* Este test supone gue uno o mas efectos fijados son igual a

Cuadrado de

Fuente OF Tipo III 55 la media
repeticio*parcelapri & 201.923872 33.453885
* subparcela 7 5772.823357 824.485051
parcelapr*subparcela 14 Z015.0756838 143.933574
Error: MS(Error) 62 353%. 661548 57.081315

*# Este test supone gue uno o mas efectos fijados son igual a cero.

Procedimiento GLM
Tests de hipdtesis para =1 andlisisz del modelco

raiz didmetrc talle

Cuadrado de
Fuente LF Tipoc III S5 la media
repeticicn 3 1.60902& 0.536342
Error &.0027 3.0B0452 0.513178
Error: 0.998%3*MS (repeticio*parcelapri) + 0.0007*MS(Error)
Cuadrado de
Fuente IF Tipo III 55 la media
* parcelaprincipal 2 142.258638 71.128318
Error 6.0043 3.080376 0.513031
Error: 0.%989*MS(repeticio*parcelapri) + 0.0011*MS(Error)

*# Este test supone qgue uno o mas efectos fijados =son igual a cero.

Cuadrado de

Fuente DF Tipo III S5 la media
repeticic*parcelapri & 3.0805E3 0.513431
subparcela 7 1.128083 0.161155
parcelapr*subparcela 14 2.25827597 0.163057
Errocr: MS(Erreor) 909 148.274109 0.180818

# Este Lest supone gue uno o mas efectos fijados =on igual & cero.

Germinacioén

F-Valor Br > F

1.47 0.3128
F-Valeor Pr > F
5.87 0.0413
F-Valor Fr > F
0.59 0.7374
14.45 <.0001
2.52 0.00&5

Diametro del tallo

mixto de la varianza

F-Valor Er > F
1.05 0.4382
F-Valor Fr > F
138.64 <.0001
F-Valcr Fr = F
3.1% 0.0042
1.00 0.4z36
1.01 0.4372



174 Etiologia de la pudricidn del tallo del maiz (Zea mays L.) en el tropico frio
colombiano, el caso del valle de Ubaté

Altura de la planta

Frocedimiento GLM
Teats de hipdtesis para el andlisis del medelc mixto de la varianza

Variable dependiente: potencia 0,07 altura planta

Cuadradc de

Fuente LOF Tipoe III 58 la media F-Valor Pr > F
repeticicn 3 0.002949 0.000983 0.92 0.4848
Error £.0019 0.006390 0.001065

Error: 0.9993*MS|(repeticio*parcelapri) + 0.0007*M3(Error)

Cuadrado de

Fuente OF Tipo III 55 lz media F-Walcr Pr > F
* parcelaprincipal 2 0.132830 0.068415 £2.39 <.0001
Error g.0028 0.0063590 0.001064

Error: 0.9391+*MS(repeticio*parcelapri) + 0.0009*MS|(Error)
* Eate test aupone gue uno o mis efectos fijades son igual a cero.

Cuadrado de

Fuente OF Tipo III S5 la media F-Walcr Pr > F
repeticio*parcelapri [ 0.0063591 0.001065 4.25 a.0003
subparcela 7 0.008751 0.001250 4.9% <.0001
parcelapr*subparcela 14 0.004144 0.000296 1.18 0.283%9
Error: M5(Erreor) 517 0.229755 0.000251

* Eate test aupone gue uno o mis efectos fijades son igual a cero.

Numero total de mazorcas

Procedimiento GLM
Tests de hipdtesis para el anidlisis del modelc mixto de la varianza

Varisble dependiente: ntotalmazorcas

Cuadrado de

Fuente OF Tipo IIT 53 la media F-WValcr Pr > F
repeticion 3 108.471148 36.157048 0.20 0.8922

* parcelaprincipal 2 6040.993958 3020.4%8879 16.77 0.0035
Error 3 1080.573542 130.095580

Error: MS(repeticio*parcelapri)
# Esate test supone gue uno o mas efectos fijados son igusl a cerao.

Cuadrado de

Fuente OF Tipo III 53 la media F-WValcr Pr > F
repeticic*parcelapri 3 1080.573542 180.0855590 4.61 0.0008&

* subparcela 7 2897.521563 413.931852 10.61 <.0001
parcelapr*subparcela 14 555.474375 28.6876741 1.02 0.448%
Error: MS(Error) €3 2458.582812 39.024807

# Esate test supone gue uno o mas efectos fijados son igusl a cerao.
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Peso total de mazorcas

Procedimiente GLM
Tests de hipdtesis pera =1 andlisis del modelo mixto de la varianza

Warigkle dependiente: pesctotalmazcrcas

Cuadrado de

Fuente DF Tipo III 55 lz media F-WValcr Pr > F
repeticion 3 16.976545 5.658848 D.24 0.E&39

* parcelaprincipal 2 59%.310180 299.655095 12.83 0.0068
Error 3 140.089277 23.348213

Error: MS(repeticio*parcelapri)
# Este test supone gue unc o més efectos fijados =on igual a cero.

Cuadrado de

Fuente OF Tipo III 55 la media F-Walcr Pr > F
repeticioc*parcelapri 4] 140.089277 23.348213 5.11 0.0002

* subparcela 7 333.538382 47.648340 10.42 <.0001
parcelapr*subparcela 14 91.114327 6.508168 1.42 0.1688
Error: MS[Errnr} g3 287.958003 4.570762

* Este test supone gue uno o mds efectos fijados son igual & cero.

Numero de mazorcas por planta

Procedimiento GLM
Tests de hipdtesis para =1 andlisis del modelo mixto de la varianza

Varieble dependiente: nmazorcasplanta

Cuadrado de

Fuente OF Tipo IIT 55 la media Fr > F
repeticion 3 0.140485 0.046832 0.5624
* percelaprincipal 2 12.737382 7.3686E81 000l
Error 3 0.376177 0.062698
Error: MS|(repeticic*parcelapri)
*# Ezte test supone gue uno o més efectos fijadeos =on igual a cero.
Cuadrado de
Fuente OF Tipo III S5 la media F-WValcr Pr > F
repeticic*parcelapri ] 0.376177 0.062698 1.86 0.144¢
* subparcela 7 0.557513 0.07%645 2.11 0.0547
parcelapr*subparcela 14 1.4458E2 0.103283 2.74 0.0032
Error: MS(Errocr) £3 2.373091 0.037688

* Eate tesT supone gue uno o més efectos fijados son igual a cero.



176 Etiologia de la pudricidn del tallo del maiz (Zea mays L.) en el tropico frio
colombiano, el caso del valle de Ubaté

Diametro de la mazorca

Frocedimiento GLM
Tests de hipotesis para 1 andlisis del modele mixto de la varianza

Varigble dependiente: raiz didmetro mazorca

Cuadradc de

Fuente DF Tipoc III 35 la media F-WValor Br > F
repeticicn 3 5.386092 1.795364 5.37 0.03%0
Error €.0005 2.006705 J.334423

Error: 0.99%%4*MS (repeticio*parcelapri) + 0.0006*M5(Error)

Cuadrado de

Fuente OF Tipo III 55 la media F-Valor Fr > F
* parcelaprincipal 2 20.2258027 10.114013 ag.32 a.0007
Error 6.0028 2.00258 0.333601

Error: 0.9963*MS(repeticio*parcelapri) + 0.0032*MS(Error)
# Este test supone gue uno o més efectos fijados son igual 2 cero.

Cuadrado de

Fuente DF Tipo III 55 la media F-Valocr Fr > F
Repeticio*parcelapri =] 2.007558 0.334593 13.14 <.0001

* subparcela 7 0.195671 0.027953 1.10 0.3624
parcelepr*subparcela 14 0.801740 0.057287 2.25 0.0053
Error: MS(Error) 00 22.5919725 0.0254848

# Este test supone gue uno o mds efectos fijados son igual a cero.
Longitud de la mazorca

Frocedimiento GIM
Tests de hipdtesis para 1 andlisiz del medelc mixte de la varianza

Variasble dependiente: longitudmazorca

Cugdrado de

Fuente DF Tipo III 55 la media F-Valor Pr > F
repeticicn 3 321.354012 107.118004 1.05 0.43288
Error &.0008 6l2.789527 102.122175
Error: 0.99%95*MS (repeticio*parcelapri) + 0.0005*M5(Error)
Cuadrado de
Fuente oF Tipo III 55 lz media F-Valor Pr > F
* parcelaprincipal 2 1.278589 0.635295 0.01 0.9938
Errer 6.0033 811.544758 101.8567963

Error: 0.99&7*MS5(repeticio*parcelapri) + 0.0033*MS (Error)
# Este test supone gue uno o més efectos fijados son igual & cero.

Cuadrado de

Fuente oF Tipo IIT S5 la media F-%alor Pr > F
repeticio*parcelapri ] £13.040221 102.173370 11.58 <.0001

* subparcela 7 136.435574 2.27 0.0273
parcelapr*subparcela 14 290.518271 2.41 0.0025
Error: MS(Error) 903 . B95401 E.680121%

* E3te test supone gue uno o més efectos fijados szon igual a cera.
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Procedimienta GLM

Peso de 10 mazorcas

Tests de hipdtesis para el andlisis del modelo mixto de la varianza

Variable dependiente: pesclim

Fuente DF
repeticion 3
* parcelaprincipal 2
Error &

Error: MS(repeticic®*parcelapri)

Tipo

III =55

Cuadrado de=

la media

=R

[T=pT

4
B

|

.45 a
.90 a

0.

3]

586E9

# Ezgte test supone gue uno o mds efectos fijados son iguel a cero.

Fuente DF
repeticio*parcelapri 8
* subparcela 7
parcelapr*subparcela 14
Error: MS(Error) &3

Tipo

IITI S5

L T792135
271432
. 635677

.156328

Cuadrade de

la media
0.2986E9
0.181633
0.138283

0.12%486

# Ezgte test supone gue uno o mds efectos fijados son iguel a cero.

F-Valcr

e

[}
[4y]

[

F-Valcr

b
W L
L8 Iy S

Pr > F

[y
[
ST

Pr > F

0.0447
0.2200
0.155¢
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Anexo: Analisis quimico y textural
de lotes bajo esquema de rotacion de
cultivos y monocultivo maiz- maiz

. ‘m s UNIVERSIDAD

REPORTE DE ANALISIS DE SUELO No. 1124-2017 ',%"'w;{. NACIONAL
' DE COLOMBIA

e SEDE B 'TA

LABORATORIO DE SUELOS FACULTAD DE CIENCIAS AGRARLAS

Pagina 1 de 1

FCA-L-FT-10.002.007

Remitente: German Maldonade Finca: Aurora Lote: 1
E-mail: gymaldonzdoa@unal.edu.co Propietario:  Francisco Cristancho Recibido: 2017-10-03
Direccién: No reporta Municipio: Simijaca Reportado:  2017-10-23
Teléfono: 3143448901 Dpto: Cundinamarca Recibo No.:  om=crerunes
Ciudad: Bogotd Cultivo: Maiz
RESULTADOS
CE co | N ca | k | Mg | Na | A1 | cice | cic
pH ds/m % meq / 100g
4,8 ns 1,30 | 012 | 21,3 | 1,12 | 267 [ 025 | 1,11 | 264 | ns
ns: no solicitado
P | s | cu | Fe | Mn | zn | B ar | L | A
Textura
mg / kg %
251 | 162 | o086 | 382 | 2,65 | 0,27 | 0,58 14 | 16 | 70 FA

Los resultados corresponden dnicaments = las muestras suministradas por el usuaric y analizadzs en el laboratorio

PARAMETRO METODOS DE ANALISIS VALORACION
pH Suspensidn suelo:agua (relacidn pesorvolimen 1:1) Potenciométrica
CE: Conductividad eléctrica Extracto de |la pasta de saturacidn Conductimétrica
CO: Carbono orginico oxidable Andlisis elemental

N: Nitrdgeno total Estimado a partir del CO (factor empleado 0,0862)

Ca, K, Mg, Na: Bases intercambiables Extraccidn con NH, -Acetato 1M pH 7 Absorcion Atdmica
CIC: Capacidad de intercambio catidnico Desplazamiento del NH, intercambiade con NaCl Volumétrica
CICE: CIC Efectiva Estimade por suma de bases y acidez intercambiables

AI: Acidez intercambiable Extraccidn con KCl 1M Volumétrica

P: Fésforo disponible Bray II Colorimétrica

S: Azufre disponible Extraccién con fosfato moneocilcico Turbidimétrica
Cu, Fe, Mn, Zn: Microelementos Extraccidn con DTPA Absorcidn Atdmica
B: Boro Extraccion con fosfato monocilcico Colorimétrica
Arcilla (Ar), lima (L), arenz (A) Bouyoucos, dispersién con Na-Hexametafosfato Densimétrica
Textura Tridngule de clasificacidn textural USDA

NIVELES GENERALES DE REFERENCIA

Elemento Clima Alto Medio Bajo Elemento  Alto Medio Bajo
Frig =0.50 0.25-0.50 =025 P =40 20-40 =20

M Medio =0.25 0.15-0.25 =0.15 K =0.35 0.15-0.35 =0.15
Célido =0.20 0.10-0.20 =0.10 Ca =6 3,0-6,0 <3

Mg »>2.5 1.5-2.5 <1.5

Coordinadora: " *

RECUERDE: El plan de fertilizacién es més eficiente si Ud consulta con el profesional de Asistencia Técnica de su localidad

Laboratorio de Aguas y Suelos. Facultad de Agronomia. Edificio 500 Cuarto Piso
Conmutador 216 5000 Extensiones 19088 o 19049; Telefax 316 5408

Correo electrénico: labsuelo fagbog@unal.edu.co
Bogota, Colombia
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REPORTE DE ANALISIS DE SUELO No. 1125-2017

Pagina 1 de 1

]

UNIVERSIDAD
3 NACIONAL
'\ DE COLOMBIA
SEDE B

. T A

LABORATORIO DE SUELDS FACULTAD DE CIENCIAS AGRARLAS

FCA-L-FT-10.002.007

Remitente: German Maldonado Finca: El Retén Lote: 2
E-mail: gymaldonzdoa@unzl.edu.co Propietario: Oscar Reina Recibido: 2017-10-03
Direccion: MNo reporta Municipio: Simijaca Reportado:  2017-10-23
Teléfono: 3143448901 Dpto: Cundinamarca Recibo No.:  ct=Fretuera
Ciudad: Bogotd Cultivo: Calabacin
RESULTADOS
" CE co | N ca | kK | mg | Na | A1 | cice | cic
p ds/m Yo meq /[ 100g
4,3 ns 0,65 | <0,08| 16,4 | 404 | 1,57 | 0,35 | 2,33 | 247 | ns
ns: no solictado
P | s | cu ] Fe | mn | zn | B ar | L | A
Textura
mg / kg %%
10,7 | 102 | 007 | 288 | 3,84 | 1,06 | 038 | 30 | 38 | 34 FAr
Los resultados corresponden ldnicamente 2 las muestras suministradas por el usuario y analizadas en el lzboratorio
PARAMETRO METODOS DE ANALISIS VALORACION
pH Suspensién suelo:agua (relacidn pesorveoldmen 1:1) Potenciomeétrica

CE: Conductividad eléctrica
CO: Carbono organico oxidable
M: Nitrdégenc total

Ca, K, Mg, Na: Bases intercambiables
CIC: Capacidad de intercambio catidnico

CICE: CIC Efectiva

AI: Acidez intercambiable

P: Fosfore disponible

5: Azufre disponible

Cu, Fe, Mn, Zn: Microelementos
B: Boro

Arcilla (Ar), limo (L), arenz (A)
Textura

Extracto de la pasta de saturacian

Anilisis elemental

Estimadeo a partir del CO (factor empleado 0,0862)
Extraccidn con MH; -Acetato 1M pH 7
Desplazamiento del NH. intercambiado con NaCl
Estimado por suma de bases y acidez intercambiables
Extraccion con KCl 1M

Bray II

Extraccidn con fosfato monocalcico

Extraccidn con DTPA

Extraccion con fosfato monocalcico

Bouyoucos, dispersién con Na-Hexametafosfato
Tridngule de clasificacidn textural USDA

Conductimetrica

Absorcidn Atdémica
olumétrica

Volumétrica
Colorimétrica
Turbidimétrica
Absorcion Atdmica
Colorimétrica
Densimétrica

NIVELES GENERALES DE REFERENCIA
Elemento Clima Alto Medio Bajo Elemento  Alto Medio Bajo
Frio =0.50 0.25-0.50 =0.25 P =40 20-40 <20
N Medio =0.25 0.15-0.25 =0.15 K »0.35 0.15-0.35 =0.15
Calido =0.20 0.10-0.20 =0.10 Ca =6 3,0-6,0 <3
Mg =2.5 1.5-2.5 <1.5
Coordinadora: “ ¢ &/ e Cfccewe T
RECUERDE: El plan de fertilizacién es mas eficiente si Ud consulta con el profesional de Asistenciz Técnica de su localidad

Laboratorio de Aguas y Suelos. Facultad de Agronomia. Edificio 500 Cuarto Piso
Conmutader 316 5000 Extensiones 19088 ¢ 19049; Telefax 316 5498

Correo electranico: lak lo fagh lL.edu.co

Bogota, Colombia



