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RESUMEN - Los objetivos del trabajo fueron evaluar la calidad sanitaria en cariopsis de maiz (Zea mays L.)
infectados por F. graminearum provenientes de plantas inoculadas en diferentes momentos de la floracion y
determinar la ubicacion de F. graminearum en los tejidos de cariopsis de maiz. Se evaluo la patologia de los
cariopsis y se determind la calidad sanitaria de las espigas inoculadas con F. graminearum en diferentes mo-
mentos de floracion en el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de
Rosario, Zavalla — Santa Fe, Argentina. Para determinar la ubicacion de F. graminearum en tejidos del cariop-
sis de maiz se realizaron cortes histologicos en los cariopsis con probables sintomas de enfermedad mediante
técnicas de corte por congelacion, diafanizacion, tincion y técnica de inclusion en parafina y coloracion y se
utilizo la Técnica de Rayos X para observar el efecto de la colonizacidn por F. graminearum en los tejidos se-
minales. Se observaron diferencias entre hibridos, sin embargo F. graminearum afectd6 de manera similar los
cariopsis en los tercios superior, medio e inferior de la espiga de maiz; la incidencia por F. graminearum es
baja en cariopsis de maiz debido a la mayor agresividad de F. verticillioides al ingresar al estigma del maiz con
el grano de polen. F. graminearum y F. verticillioides no penetran al interior del cariopsis, sino que llegan has-
ta las capas internas del pericarpo y no afectan la capa de aleurona y el embrion del cariopsis de maiz.

Palabras clave: F. graminearum. F. verticillioides. Colonizacion fiingica.

INFECCAO FUNGICA EM TECIDOS DE CARIOPSES DE MILHO E SUA INCIDENCIA NA
QUALIDADE SANITARIA

RESUMO - Os objetivos deste estudo foram avaliar a qualidade sanitaria de cariopses de milho (Zea mays L.)
infectados por F. graminearum de plantas inoculadas em diferentes momentos da floragdo e determinar a loca-
lizagdo de F. graminearum em cariopses de milho. Avaliaram-se a patologia dos cariopses e determinaram-se a
qualidade sanitaria das espigas inoculadas com F. graminearum em diferentes momentos da floragdo no Campo
Experimental da Faculdade de Ciéncias Agrarias, Universidade Nacional de Rosario, Zavalla - Santa Fe, Ar-
gentina. Para determinar a localiza¢do de F. graminearum em cariopses de milho realizaram-se cortes histolo-
gicos aos tecidos com provaveis sintomas da doenca e utilizaram-se técnicas de cortes por congelamento, diafa-
nizacdo e tintura, embebi¢do em parafina e coloragdo. A técnica de raios X foi usada para observar o efeito da
colonizagdo por F. graminearum em tecidos seminais. Foram observadas diferencas entre hibridos, porem F.
graminearum afeta de maneira similar as cariopses na parte superior, media e inferior da espiga de milho; a
incidéncia de F. graminearum em cariopses de milho € baixa devido a maior agressividade de F. verticillioides
entrando no estigma de milho com o grdo de pdlen. F. graminearum e F. verticillioides ndo penetram nas cari-
opses, mas atingem a camadas mais internas do pericarpo, da camada de aleurona e embridio nas cariopses de
milho.

Palavras-chave: F. graminearum. F. verticillioides. Colonizagdo fingica.
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INTRODUCCION

Las vias de entrada de F. graminearum a la
espiga son el transporte de las esporas por las co-
rrientes de aire hasta alcanzar los estigmas de maiz y
su posterior germinacién y desarrollo a través de los
mismos hasta llegar al cariopsis y la causada por las
heridas de insectos o pajaros (GOSWAMI et al.,
2004). En algunos casos estas esporas se desarrollan
simultaneamente a la formacion de los cariopsis. La
infeccion de los cariopsis a través de los estigmas fue
considerada como una via de acceso mas importante
que la infeccién por heridas (LEWANDOWSKI et
al., 2006). Por ello, la incorporacion de resistencia a
nivel de los estigmas surgié como una alternativa de
mejoramiento con el objetivo de disminuir los nive-
les de infeccion. Sin embargo, esta propuesta por si
misma no pareceria suficiente porque las infecciones
en los cariopsis pueden ocurrir en etapas mas avanza-
das del desarrollo de la espiga. A su vez, la resisten-
cia a nivel de formacion de los cariopsis tampoco
seria suficiente, debido a que la infeccion a través de
los estigmas ocurre en etapas previas al llenado del
cariopsis (PRESELLO et al., 1996).

Los cariopsis de maiz pueden ser afectados
por varios patogenos, entre ellos pueden citarse: Fu-
sarium sp; Aspergillus spp, Penicillium spp, Chaeto-
mium sp, Nigrospora spp y otros, los cuales produ-
cen podredumbre de la semilla, afectando la germi-
nacion (GOVENDER et al., 2008) y la consecuente
muerte de la plantula (LESLIE et al., 2006). Esto
determina una emergencia desuniforme y una menor
poblacion de plantas emergidas; por lo tanto, el dete-
rioro ocasionado por estos patdgenos afectan el ren-
dimiento al provocar la reduccion de plantas por uni-
dad de area. Los dafios causados son la detencion del
proceso de llenado del cariopsis y la muerte prematu-
ra de la planta (PERUZZO et al., 2012). Entre los
patdogenos mencionados anteriormente citamos por
su importancia a F. graminearum Schwabe
(Gibberella zeae Schwabe.) y F. verticillioides
(Sin.= Fusarium moniliforme J. Sheld (Gibberella
Sfujikuroi Sawada) (COVARELLI et al., 2012) como
agentes causantes de esta podredumbre (BEYER et
al., 2005). Los dafios causados por estos patdgenos
en el cariopsis de maiz todavia no estdn debidamente
cuantificados. Por otro lado, todavia no esta clara-
mente demostrada la transmision de los patdgenos
desde el cariopsis a las plantulas de maiz y el indculo
podria provenir del mismo cariopsis. El estableci-
miento y desarrollo de una infeccion dentro de la
plantula o planta es el ultimo paso para el proceso de
transmision por el cariopsis una vez completado y
establecido el proceso de infeccion. A través de las
pruebas de patogenicidad, se observo la existencia de
la transmision de F. graminearum desde el cariopsis
infectado a la plantula originada.

RIBICHICH et al. (2000), trabajando con F.
graminearum en semillas de trigo, determinaron mo-
dificaciones histopatoldgicas, observando un avance

de la enfermedad en el cariopsis y también en las
paredes del mesofilo, parénquima y células epidér-
micas de las hojas. Sin embargo, existe poca infor-
macion sobre la incidencia y los dafos que la infec-
cion por F. graminearum causa en el cariopsis de
maiz, pudiendo comprometer la germinacion y/o
emergencia (CHAMPEIL et al., 2004)

Por todo lo expuesto, los objetivos del trabajo
fueron evaluar la calidad sanitaria en cariopsis de
maiz infectados por F. graminearum provenientes de
plantas inoculadas en diferentes momentos de la flo-
racion y determinar la ubicacion de F. graminearum
en los tejidos de cariopsis de maiz.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos para determinar la calidad sanita-
ria de cariopsis de maiz provenientes de espigas ino-
culadas con F. graminearum en distintos momentos
de floracion se llevaron a cabo en el Campo Experi-
mental de la Facultad de Ciencias Agrarias, Univer-
sidad Nacional de Rosario, Zavalla - Santa Fe, Ar-
gentina.

Se evalud la patologia de los cariopsis y se
determind la calidad sanitaria de las espigas inocula-
das con F. graminearum en diferentes momentos:
inoculacion previo a la fecundacion, en fecundacion
y con tejidos de estigmas senescentes. Las inocula-
ciones a campo se realizaron cuando las plantas se
encontraban en estado de emergencia de estigmas
(R1) segln la escala de Ritchie. En la Figura 1 se
observa la presencia de cariopsis infectados con F.
graminearum  (flecha roja) y F. verticillioides
(flecha negra) en el tercio inferior de la espiga de
maiz.

En un ensayo preliminar se evalud la calidad
sanitaria de F. graminearum en distintos momentos
del periodo de fecundacion de la espiga. Se utiliza-
ron los hibridos PO1024 y PO1170, sembrados a
0,70 m entre surcos.

Para determinar la calidad sanitaria se evaluo
la incidencia de F. graminearum como porcentaje de
cariopsis infectados por el hongo para cada hibrido y
momento de inoculacién. Se realiz6 la patologia de
los cariopsis de las espigas cosechadas (ISTA, 2014)
de cada uno de los momentos de inoculacion descrip-
tos. Sobre un total de 900 cariopsis por momento de
inoculacion y por hibrido (100 cariopsis de cada ter-
cio por repeticion y momento de inoculacion) se
evalud la incidencia de F. graminearum como por-
centaje de cariopsis infectados por el hongo por mo-
mento de inoculacion y por hibrido en un disefio
completamente aleatorizado. Los datos expresados
en porcentaje se transformaron en arcoseno Vx. Lue-
go del andlisis de la varianza, las medias se compara-
ron a través de la Prueba de Duncan y de la prueba
de F al cinco por ciento de probabilidad para detectar
las diferencias entre tratamientos e hibridos respecti-
vamente. Se utilizaron el software INFOSTAT
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(2006) y STATISTIX 8 (2007).

Los analisis para evaluar patdogenos asociados
a los cariopsis se realizaron a partir de espigas ex-
puestas a tres momentos de inoculacion: estigmas
inoculados con F. graminearum en espigas previo a

la fecundacion, en espigas fecundadas y sobre tejidos
de estigmas senescentes inoculados a los diez dias. A
su vez, a las espigas pertenecientes a cada momento
de inoculacion e hibrido se las dividio en tercios:
superior, medio ¢ inferior (REID et al., 1996)

Figura 1. Espiga inoculada, con sintomas de podredumbre por la presencia de F. graminearum (flecha color rojo) y F.
verticillioides (flecha color negro) en el tercio inferior de la espiga.

Se cosecharon separadamente el total de los
cariopsis de cada tercio y se formaron muestras com-
puestas homogéneas con la utilizacion de un divisor,
donde se obtuvo un total de 100 cariopsis de cada
tercio, por momento de inoculacién e hibrido (ISTA,
2014).

En el ensayo definitivo se realiz6 la siembra
en la segunda semana de septiembre del afio 2007 y
se determino la incidencia de F. graminearum en los
hibridos PO1024 y PO1170, los cuales se sembraron
en hileras separadas 1,50 m con tres repeticiones.

Se realizo la patologia de los cariopsis de las
espigas cosechadas de cada uno de los momentos de
inoculacion descriptos. Sobre un total de 900 cariop-
sis por momento de inoculacion y por hibrido (100
cariopsis de cada tercio por repeticion y momento de
inoculacion) se evaluo la incidencia de F. graminea-
rum como porcentaje de cariopsis infectados por el
hongo. Los datos se analizaron mediante un Analisis
de Varianza, se expresaron en porcentaje de infec-
cion previa transformacion en arcoseno \x para su
analisis. Para detectar las diferencias entre tratamien-
tos se utilizo la prueba de Duncan al cinco por ciento
de probabilidad. Se utiliz6 el software Infostat 2006
(STATISTIX 8, 2007).

Para determinar la incidencia de F. graminea-
rum en los cariopsis de maiz de ambas campafias se
sembraron diez cariopsis en APGA (agar papa gluco-
sado acidulado), por hibrido y momento de inocula-
cion en cajas de petri (ISTA, 2014).

Previo a la incubacion se realizo la desinfec-

cion de los cariopsis, para descartar la presencia de
cualquier agente extrafio que pudiera encontrarse
exteriormente sobre las mismas. Se sumergieron
durante un minuto y 30 segundos en hipoclorito de
sodio al 1 % con dos gotas de alcohol 70°. Posterior-
mente, se los ored sobre papel de filtro. Una vez de-
sinfectados, se sembraron directamente en agar papa
glucosado acidulado en forma equidistante en un
numero de diez cariopsis por placa. La incubacion se
llevé a cabo a 25 °C durante cinco a siete dias y ci-
clos alternos de 12 horas con luz ultravioleta de onda
larga, para estimular la fructificacion de las colonias.

La identificacion de las colonias, por su ma-
cro y micro morfologia, se realiz6 con lupa binocular
y las estructuras de las colonias (hifas, conidios,
fructificaciones) se realizaron mediante observacion
microscopica. Se utilizaron los objetivos de 40x e
inmersion de 100x para observar la presencia de la
infeccion fungica.

Para corroborar la presencia de esporas de F.
graminearum en los granos de polen, como otra
fuente de in6culo presente en el ambiente durante el
ensayo, se extrajo polen de las espigas de maiz de los
hibridos PO1024 y PO1170, con los cuales se fecun-
daron a las plantas en los distintos momentos de ino-
culacion. A partir de una submuestra de los granos
de polen extraidos de las panojas de maiz de los hi-
bridos en estudio, se obtuvo una suspension 1 gramo:
10 ml. La misma fue sembrada con micro pipetas,
distribuyendo 1 ml en cajas de petri con APGA y se
incubaron a 25 °C durante cinco dias.
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Se realizaron cortes histologicos en los ca-
riopsis con probables sintomas de enfermedad y se
utilizé la Técnica de Rayos X, para observar el efec-
to de la colonizacion por F. graminearum en los teji-
dos seminales (BELIN et al., 2011).

Los sintomas de la enfermedad se manifesta-
ron por la presencia de micelio de color rosado por
F. graminearum y una coloracion rojiza, obtenidos
de las pruebas de patologia de cariopsis, de las prue-
ba de frio y evaluacion de plantulas para evaluar
dafios morfoldgicos.

a) Técnicas de corte por congelacion, diafani-
zacion y tincion: porciones de tejido con sintomas
obtenidos de las pruebas de patologia de cariopsis,
prueba de frio y evaluacion de plantulas fueron fija-
das en Formol Alcohol Acido Acético (F.A.A). El
material vegetal, sin previo tratamiento, fue endure-
cido por congelacion utilizando CO, como agente
refrigerante contenido en un tubo a presion. Los cor-
tes se realizaron en forma seriada con microtomo de
congelacion. Este microtomo consta de una platina
de congelacion que estd unida al depodsito de CO,,
Dicha platina posee perforaciones que permiten la
salida del CO, que al expandirse, produce el enfria-
miento. La cuchilla estd sostenida por una porta cu-
chillas que posee dos pinzas de sujecion para realizar
los cortes. El material esta rodeado por la solucion de
Hamilton — Frecsing que sirve de soporte al conge-
larse.

También se utilizo la técnica de diafanizacion
de Dizeo de Strittmatter. El material vegetal fue so-
metido a un proceso de eliminacién de taninos, clo-
rofila y otros elementos constitutivos del cariopsis y
un proceso de transparencia con hipoclorito de sodio.
Otros cortes fueron coloreados mediante la tincion
con safranina - verde rapido que permite diferenciar
y detectar los cambios histologicos del material ve-
getal ocurridos por la presencia del patéogeno. Esta
tincion colorea de rojo los tejidos con paredes lignifi-
cadas y de celeste-verdoso aquellos tejidos con pare-
des celulosicas. Para la preparacion de las placas o
portaobjetos se utilizé hidrato cloral para quitar la
opacidad. Las observaciones de los materiales selec-
cionados se realizaron con microscopio optico con
40 x e inmersion de 100 x y las microfotografias se
obtuvieron con un equipo digital.

b) Técnica de inclusion en parafina y colora-
cion: Los cariopsis con sintomas fueron fijados en
FAA, rotulados y mantenidos a temperatura de labo-
ratorio. Se incluyeron en parafina formandose tacos
tallados y adaptados para realizar cortes longitudina-
les y/o transversales con un micrétomo rotatorio de
Minot (Swift). Las cintas de parafina, conteniendo
los cortes del material vegetal, fueron pegadas sobre
portaobjetos e incubadas en estufa a 37 °C durante 24
h y conservadas en cajas rotuladas. Posteriormente,
las cintas fueron desparafinadas y los cortes fueron
tefiidos con safranina-verde rapido. Luego, se proce-
di6 a la observacion de los materiales seleccionados

con el uso del microscopio optico con 40 x e inmer-
sion de 100 x.

¢) Técnica de Rayos X: Se utilizé el equipo de
rayos X SEMAX (INTA — Texel — Fac. Cs. Agrarias
- UNR, Argentina) el cual no destruye el cariopsis de
maiz (CRAVIOTTO et al., 2004). Los cariopsis fue-
ron sometidos a rayos X con una potencia de 35
Kw., una intensidad de 10mA y un tiempo de expo-
sicion de 0,65 segundos. Las imagenes digitalizadas
fueron procesadas, manipuladas y almacenadas a
través del software VIXWIN™ (2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Con relacion a la calidad sanitaria en cariop-
sis de maiz provenientes de espigas inoculadas con
F. graminearum en distintos momentos de la flora-
cion, la Tabla 1 muestra la incidencia (%) de infec-
cion de cariopsis infectados con F. graminearum
incubados en APGA.

Se evidencio interaccion significativa entre
hibridos y momentos de inoculacion, pero solamente
se observaron cariopsis infectados con F. graminea-
rum en el hibrido PO1024 en las plantas inoculadas
previo a la fecundacion. Ademas de la infeccion pro-
ducida por F. graminearum, se encontraron cariopsis
infectados con F. verticillioides. Probablemente,
este ultimo patdgeno influencid negativamente en la
expresion y presencia de F. graminearum. Sin em-
bargo, en la inoculacion previo a la fecundacion, F.
graminearum se pudo expresar debido al momento
en que se realizo la inoculacion y por las caracteristi-
cas del hibrido.

La Tabla 2 muestra el porcentaje de infeccion
de cariopsis con F. verticillioides en APGA en los
distintos momentos de inoculacién con F. graminea-
rum, durante la campaiia 2004/05.

No hubo interaccion significativa entre hibri-
dos y momentos de inoculacion. Por otro lado, no se
observaron diferencias estadisticamente significati-
vas entre hibridos ni entre momentos de inoculacion.
Estos resultados evidencian la alta competitividad
que existe entre ambos Fusarium, siendo F. vertici-
llioides el que mas se expresa en los distintos mo-
mentos de inoculacion y en ambos hibridos. La pre-
sencia de este patdgeno en el cariopsis a pesar de no
haber sido inoculado, muestra su alta virulencia ya
que se dispersa por el aire.

En la evaluacion de la infeccion de cariopsis
por F. graminearum se encontraron colonias de F.
verticillioides en las placas de petri de ambos hibri-
dos. Por tal motivo, la presencia de este ultimo hon-
go se considerd en la evaluacion, ya que el patdgeno
influenciaria directamente en presencia de F. grami-
nearum, por su agresividad e virulencia con respec-
to al F. graminearum.

La Tabla 3 muestra la Incidencia (%) de F.
graminearum en plantas inoculadas con F. grami-
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nearum previo a la fecundacion, en fecundacion y en lado, no hubo diferencias significativas entre los
tejidos de estigmas senescentes. momentos de inoculacion.

No se observo interaccion significativa entre La Tabla 4 muestra la Incidencia (%) de F.
hibridos y momentos de inoculacion. Los hibridos verticillioides en plantas inoculadas con F. grami-
PO1024 y PO1170 mostraron diferencias estadisti- nearum previo a la fecundacion, en plantas fecunda-
camente significativas y el hibrido PO1024 tuvo el das y en tejidos de estigmas senescentes.

mayor porcentaje de cariopsis infectados. Por otro

Tabla 1. Incidencia (%) de F. graminearum en cariopsis de dos hibridos de maiz provenientes de plantas inoculadas pre-
vio a la fecundacion, en fecundacion y en tejidos de estigmas senescentes en la campafia 2004 - 05.

Momento de Inoculacién con F. graminearum

Previo ala En

Hibridos . -, En estigmas senescentes .
fecundacion Fecundacién extraidos al 10° dia de la fecundacion Medias
PO1024 9 Aa* 0Ba 0Ba 3
PO1170 0Bb 0Ba 0Ba 0
Medias 4.5 0 0

*Medias seguidas de igual letra minuscula en la columna no difieren entre si (Prueba de F) y medias seguidas de igual
letra mayuscula en la fila, no difieren entre si al nivel de 5% (Prueba de Duncan).

Tabla 2. Incidencia (%) de F. verticillioides en cariopsis de dos hibridos de maiz provenientes de plantas inoculadas con
F. graminearum previo a la fecundacion, en fecundacion y en tejidos de estigmas senescentes en la campaiia 2004 - 05.

Momento de Inoculacion con F. graminearum
En estigmas

En

Hibridos Previo ala Fecundacion senescentes extraidos Medias
fecundacion al 10° dia de la
fecundacion
PO1024 25 21 23 23 a*
PO1170 30 27 23 26 a
Medias 27 A 24 A 23 A

*Medias seguidas de igual letra minuscula en la columna no difieren entre si (Prueba de F) y medias seguidas de igual
letra mayuscula en la fila, no difieren entre si al nivel de 5% (Prueba de Duncan).

Tabla 3. Incidencia (%) de F. graminearum en cariopsis de dos hibridos de maiz provenientes de plantas inoculadas
previo a la fecundacion, en fecundacion y en tejidos de estigmas senescentes. Campaiia 2005-2006.

Momentos de inoculacion con F. graminearum

Hibridos Previo ala En En tejidos de estigmas Senescentes Medias
fecundacion Fecundacion

PO1024 0,3 0,4 0,8 0,5 a*

PO1170 0 0 0,1 0b

Medias 0,2 A 0,2 A 0,4 A

*Medias seguidas de igual letra minuscula en la columna no difieren entre si (Prueba de F) y medias seguidas de igual
letra mayuscula en la fila, no difieren entre si al nivel de 5% (Prueba de Duncan).

Tabla 4. Incidencia (%) de F. verticillioides en cariopsis de dos hibridos de maiz provenientes de plantas inoculadas con
F. graminearum previo a la fecundacion, en fecundacion y en tejidos de estigmas senescentes. Campaiia 2005-2006.

Momentos de Inoculacioén con F. graminearum

Hibridos Previo a la En Fecundacién Tejidos de estigmas Medias
fecundacion Senescentes
PO1024 11 Ca* 23 Ba 33 Aa 22
PO1170 12 Aa 14 Ab 15 Ab 14
Medias 12 18 24

* Medias seguidas de igual letra mintiscula en la columna no difieren entre si (Prueba de F) y medias seguidas de igual
letra mayuscula en la fila, no difieren entre si al nivel de 5% (Prueba de Duncan).
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Hubo interaccion estadisticamente significati-
va entre hibridos y momentos de inoculacion. Los
hibridos se comportaron en forma diferencial frente a
los distintos momentos de inoculacidén, mostrando el
hibrido PO1024 valores de porcentaje de infeccion
estadisticamente mas altos que en el hibrido PO1170.
En el hibrido PO1024 los momentos de inoculacion
se comportaron estadisticamente de manera diferen-

te, y por el contrario, en el hibrido PO1170 los mo-
mentos de inoculacién se comportaron de manera
similar.

En la Tabla 5 se muestra la Incidencia (%) de
F. graminearum en plantas inoculadas previo a la
fecundacion, en fecundacion y en tejidos de estigmas
senescentes, en los tercios superior, medio e inferior
de la espiga de dos hibridos de maiz.

Tabla S. Incidencia (%) de F. graminearum en cariopsis inoculados en tres momentos de la floracion del maiz en los
tercios superior, medio e inferior de espigas de dos hibridos de maiz. Campafia 2005- 2006.

Plantas Inoculadas previo a la fecundacion

Hibridos Tercio Superior  Tercio Medio Tercio inferior Medias
PO1024 0,7 0 0,3 0,3a
PO1170 0 0 0 Oa
Medias 0,35 A 0A 02A

o Plantas Inoculadas en Fecundacion .
Hibridos Tercio Superior Tercio Medio Tercio inferior Medias
PO1024 0,7 0,3 0,3 04a
PO1170 0 0 0 Oa
Medias 0,35 A 02A 02A

Plantas inoculadas en tejidos de estigmas senescentes

Hibridos Tercio Superior Tercio Medio Tercio inferior Medias
PO1024 0 1,6 0,7 0,7 a
PO1170 0 0,3 0 0,1a
Medias 0A 09 A 0,35 A

*Medias seguidas de igual letra minuscula en la columna no difieren entre si (Prueba de F) y medias seguidas de igual
letra mayuscula en la fila, no difieren entre si al nivel de 5% (Prueba de Duncan).

No se observé interaccion significativa entre
los hibridos y los momentos de inoculacion. Los hi-
bridos PO1024 y PO1170 se comportaron en forma
similar en todos los momentos de inoculacion. No
hubo diferencias estadisticamente significativas entre
los tercios superior, medio e inferior de la espiga en
los diferentes momentos de inoculacion.

En la Tabla 6 se muestra la Incidencia (%) de
F. verticillioides en plantas inoculadas con F. grami-
nearum previo a la fecundacion, plantas fecundadas
y tejidos de estigmas senescentes, en los tercios su-
perior, medio e inferior de la espiga de dos hibridos
de maiz.

No se observo interaccion significativa entre
los hibridos y los tercios de la espiga en los diferen-
tes momentos de inoculacion. Los hibridos PO1024 y
PO1170 se comportaron en forma diferencial en
plantas inoculadas en fecundacion y en tejidos de
estigmas senescentes, siendo esas diferencias estadis-
ticamente significativas, mientras que el momento de
inoculacién previo a la fecundacion, los hibridos
tuvieron un comportamiento similar. El nivel de in-
feccion en los diferentes tercios de la espiga fue simi-
lar, excepto en el momento de inoculacion de plantas
previo a la fecundacion donde los tercios superior y
medio presentaron valores mas elevados de infeccion
de cariopsis que en el tercio inferior.

En aquellos cariopsis que comenzaron a desa-
rrollar colonias de F. graminearum también se obser-
vo6 el ataque por F. verticillioides. En la Figura 2a se

observa la presencia de ambos patdogenos, donde F.
graminearum se ubica a la izquierda y F. verticillioi-
des a la derecha en cada caja de petri. En la Fig. 2b
se observa un avance de las hifas de color claro de F.
verticillioides sobre el micelio de F. graminearum
que presenta un color fucsia. Si bien no se crea un
halo de inhibicidon por parte de F. verticillioides, se
observd una ventaja del mismo sobre la colonia de
F. graminearum.

Se observo un comportamiento diferencial de
los hibridos PO1024 y PO1170 al estudiar la capaci-
dad y el momento de infeccion de los estigmas ino-
culados por F. graminearum. El hibrido PO1024
mostréd mayor susceptibilidad a la infeccion por F.
graminearum en los tres momentos de inoculacion
que el hibrido PO1170. También, este hibrido fue
mas susceptible al ataque por F. verticillioides
cuando las plantas se inocularon en fecundacion y
con tejidos de estigmas senescentes. El ingreso de F.
verticillioides a través del grano de polen, confirma-
do a través de su incubacion en APGA en este traba-
jo, demuestra su interferencia en el crecimiento de F.
graminearum en los estigmas fecundados, reducien-
do los niveles de infeccion de este Gltimo patogeno.
F. verticillioides es un patdgeno mas agresivo, avan-
za rapidamente sobre F. graminearum en los estig-
mas fecundados y compite con ventaja frente a este
ultimo patdgeno en el interior del estigma, logrando
un avance mas rapido (STEWART et al., 2002). Por
tal motivo, los estigmas de plantas fecundadas pre-
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sentan una menor incidencia con respecto a plantas
inoculadas previo a la fecundacion y en tejidos de
estigmas senescentes.

Asi mismo, la participacion del grano de po-
len estaria implicada en la medida que estos serian
acompafiados por esporas de otros patégenos, como

F. verticillioides y Aspergillus spp, que penetrarian
en los estigmas cuando estos son fecundados. Sin
embargo, la competitividad y agresividad de estos
patdgenos seria mayor que la de F. graminearum,
ejerciendo asociaciones negativas con este ultimo
patégeno (MUNKVOLD, 2003).

Tabla 6. Incidencia (%) promedio de F. verticillioides en cariopsis inoculados en tres momentos de la floracion del maiz
con F. graminearum en los tercios superior, medio e inferior de espigas de dos hibridos de maiz. Campaiia 2005- 2006.

Plantas Inoculadas previo a la fecundacion

) Tercio Tercio Medio Tercio inferior )
Hibridos Superior Medias
16 7 11a
PO1024
16 16 4 12a
PO1170
) 16 A 13A 6B
Medias
Plantas Inoculadas en fecundacion
) Tercio Superior Tercio Medio Tercio inferior
Hibridos
Medias
27 22 19 23a
PO1024
15 15 12 14b
PO1170
) 21A 19A 16 A
Medias
Plantas inoculadas en tejidos de estigmas
senescentes
) Tercio Tercio Medio Tercio inferior )
Hibridos Superior Medias
33 28 33a
PO1024
20 11 15b
PO1170
) 26 A 25A 20A
Medias

*Medias seguidas de igual letra minuscula en la columna no difieren entre si (Prueba de F) y medias seguidas de igual
letra maytiscula en la fila, no difieren entre si al nivel de 5% (Prueba de Duncan).
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Figura 2. Crecimiento de colonias de F. graminearum y F. verticillioides provenientes de cariopsis de maiz incubados
en APGA.

a: colonias de F. graminearum (fucsia) y F. verticillioides (blanco) enfrentadas; b: enfrentamiento de hifas de F. grami-
nearum (izquierda) y F. verticillioides (derecha) (40x).

La mayor presencia de colonias de F. vertici-
llioides que de F. graminearum, obtenidas de la in-
cubacion en APGA de los cariopsis inoculados con
F. graminearum en ambas campaiias, podria deberse
a que el polen jugaria un rol importante en el trasla-
do de esporas de F. verticillioides, las cuales se desa-
rrollarian en los estigmas y avanzarian con una velo-
cidad mas rapida que F. graminearum y esta compe-
titividad fue corroborada también por MUNKVOLD
et al. (2003) y STEWART et al. (2002). Ademas, F.
verticillioides podria actuar competitivamente con
F. graminearum. STEWART et al. (2002) observa-
ron una tasa de crecimiento de F. graminearum mas
lenta que la de F. verticillioides, indicando una cierta
interferencia por parte de este ultimo patogeno frente
a la presencia de F. graminearum. REID et al.
(1999) observaron que F. verticillioides suprime el
crecimiento de otros hongos incluyendo F. grami-
nearum 'y Aspergillus flavus. La infeccion inicial del
cariopsis por F. verticillioides serviria como preven-
cion a la infeccion de los cariopsis por otros patoge-
nos incluido F. graminearum en muestras de maiz
infectadas por F. verticillioides, donde observaron
un bajo porcentaje de cariopsis infectados por F.
graminearum. Es probable que las hifas de F. verti-
cillioides lleguen mas rapidamente al cariopsis y
avancen en sus tejidos en una forma mas agresiva
que F. graminearum. Por otro lado, hay evidencias
que muestran que F. verticillioides es un patégeno
ubicuo y de infeccion endofitica.

Cabe destacar que en la campaiia 2005 - 06
las condiciones ambientales fueron suboptimas para

F. graminearum y favorecieron a F. verticillioides.
Por lo tanto, pudo influir en la baja incidencia de F.
graminearum en los estigmas fecundados. Por otra
parte, estos estigmas fueron inoculados cuando se
encontraban en un 50 % expuestos y en el momento
del corte se hallaban en un 100 % expuestos
(BROWN et al., 2011). La sintomatologia rojiza
asociada solamente a la presencia de F. graminea-
rum de acuerdo a antecedentes previos, no pudo ser
verificada en este trabajo, ya que se encontraron am-
bos patogenos. La ausencia de coloracion rojiza en
los cariopsis podria deberse al avance mas rapido de
F. verticillioides con respecto a F. graminearum. En
forma similar, se observo durante el periodo de ante-
sis en maiz, una infeccion natural y la colonizacion
por parte de F. verticillioides, sin aparentes sintomas
de podredumbre por lo que la sintomatologia de co-
lor rojiza se deberia a la presencia de ambos patoge-
nos y no solamente de F. graminearum.

Al evaluar la incubacion de los granos de
polen, la presencia de F. graminearum no fue detec-
tada mediante la incubacion de una suspension de
granos de polen en APGA. No obstante, en el estu-
dio realizado se obtuvieron colonias de F. vertici-
llioides en los granos de polen de maiz de ambos
hibridos. En el marco de la informacion disponible
sobre el tema, los resultados de este trabajo confir-
man la entrada de F. verticillioides a través del grano
de polen, siendo una importante via de acceso y co-
lonizacion de los estigmas de maiz.

En este estudio, el nivel de ataque de F. gra-
minearum fue similar en los distintos tercios de la
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espiga y en los tres momentos de inoculacion. La
predominancia de F. verticillioides sobre F. grami-
nearum se verifico por la mayor presencia de colo-
nias de este patogeno a diferencia de las colonias de
F. graminearum. Ambos patdgenos se ubican en el
pericarpo del cariopsis y existe una competencia en-
tre ellos, la cual se verifica por un mayor nivel de
infeccion por F. verticillioides al colocar en APGA
ambos patdgenos. Estos resultados fueron similares a
los obtenidos por REID et al. (1999) quienes infor-
maron sobre la supresion del crecimiento de F. gra-
minearum ante la presencia de F. verticillioides, ya
que el mismo presenta una gran capacidad de creci-
miento en un amplio rango de condiciones ambienta-
les.

Existen antecedentes que determinaron que la
infeccion de los cariopsis por F. verticillioides puede
ser la resultante de una infeccion sistémica de plantas

y cariopsis. Sin embargo, la infeccion a través de los
estigmas seria el camino mas importante hacia los
cariopsis mas que la infeccion sistémica, segun los
resultados obtenidos en este trabajo.

Con relacién a la ubicacion de F. graminea-
rum en tejidos del cariopsis de maiz, en las muestras
extraidas de la prueba de patologia de cariopsis,
prueba de frio y germinacion estandar, se observaron
en los cariopsis una sintomatologia de manchas de
color rojizo (Figura 3). Estos cariopsis mostraron la
mencionada coloracion cuando se inicid el proceso
de germinacion. Se realizaron cortes histologicos
cuando se los incluyd en parafina y también se ob-
servo la presencia de hifas de F. graminearum y F.
verticillioides que invadieron las capas del pericarpo
en toda su extension, pero no avanzaron hacia la
capa de aleurona.

Figura 3. Cariopsis de maiz extraidos de las pruebas de vigor y germinacion estandar con sintomas de F. graminearum y

F. verticillioides.

Por la coloracién safranina - verde rapido, los
tejidos celuldsicos se tifien de color verde azulado y
los tejidos lignificados de color rojo oscuro. En la
Figura 4 se observa la capa del pericarpo y la capa de
aleurona con sus granulos de almidon. Estas capas se
tiflen de una coloracion rojiza y verde azulado res-
pectivamente y los granulos de almidon se presentan

como puntuaciones oscuras. Se pueden observar las
hifas de F. graminearum entrando y recorriendo las
células del pericarpo en toda su extension. Estas se
detienen en la capa aleuronifera sin llegar a penetrar-
la y los granulos de almidon permanecen intactos; se
observan las hifas de F. graminearum de color azul
atravesando las capas del pericarpo.

Figura 4. Corte histologico de los cariopsis de maiz con hifas de F. graminearum constituido por la capa de pericarpo,
capa de aleurona y sus granulos de almidon, se observa la presencia de hifas (flechas rojas) en la capa del pericarpo
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La Figura 5a muestra las clamidosporas o
formas de resistencia de F. graminearum en la capa
del pericarpo y en la Figura 5b la hifas de F. grami-
nearum con una coloracion azul invadieron y coloni-

zaron las distintas capas del pericarpo y van reco-
rriendo las distintas células que conforman esta capa
sin llegar a dafiar la capa de aleurona, quedando los
granulos de almidon intactos.

Figura 5. Presencia de hifas F. graminearum en el pericarpo de cariopsis de maiz.
a: clamidospora de F. graminearum; b: hifas atravesando el pericarpo del cariopsis de maiz (color rojizo), capa aleuroni-
fera intacta (color azul) (100x); b: hifas de F. graminearum (indicadas con flecha negra) en el pericarpo del cariopsis de

maiz.

Por el método de inclusion en parafina, se
observo la presencia de hifas de F. verticillioides en
el pericarpo de los cariopsis de maiz, con macroconi-
dios largos, usualmente con tres o cinco septas y
microconidios unidos en cadena de monofialides. Se
evidencia la presencia de hifas con conidioforos cor-
tos (10 pm). En la capa del pericarpo se encontraron
hifas de F. graminearum mezcladas con hifas de F.
verticillioides.

Se aplico la Técnica de rayos X en las mues-
tras de cariopsis extraidos de la prueba de patologia,

prueba de frio y germinacion estandar y se observa-
ron manchas de color rojizo, evidenciando la presen-
cia de F. graminearum 'y F. verticillioides
(CRAVIOTTO et al., 2004) (VIXWIN™, 2000). Se
confirmé la presencia de ambos patdgenos fungicos
en los tejidos del cariopsis del maiz (Figura 6a). La
Figura 6b muestra en el hibrido PO1024 una sinto-
matologia de bandas claras (starburst) que recorren
el pericarpo del cariopsis de maiz, estas bandas se la
asocia a la presencia de F. verticillioides.

Figura 6. Imagen radiografica digital de cariopsis de maiz con y sin sintomatologia de manchas de color rojizo y de bandas

claras (starburst).

a: hibrido PO1024 con presencia del micelio en el interior del cariopsis (flecha); b: cariopsis de maiz con F. verticillioides
indicados con una sintomatologia de bandas claras en el hibrido PO1024.
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Los estudios histoldgicos de tincion realiza-
dos en los cariopsis de maiz permitieron la observa-
cion de las hifas de F. graminearum y F. verticillioi-
des. También la prueba de rayos X permitié observar
ambos patdgenos en los cariopsis infectados (BELIN
et al., 2011). Las hifas de ambos patogenos invadie-
ron las capas externas del pericarpo sin llegar a dafiar
la capa de aleurona o los tejidos internos. Asi tam-
bién, la tincion con safranina - verde rapido permitid
la diferenciacion de las distintas capas y/o tejidos
que conforman el cariopsis de maiz y la colonizacién
del cariopsis por la invasion fungica.

CONCLUSIONES

El hibrido PO1024 es mas susceptible al ata-
que de F. graminearum que el hibrido PO1170.

F. graminearum afecta de manera similar los
cariopsis en los tercios superior, medio e inferior de
la espiga de maiz.

La incidencia por F. graminearum es baja en
cariopsis de maiz debido a la mayor agresividad de
F. verticillioides al ingresar al estigma del maiz con
el grano de polen.

F. graminearum y F. verticillioides no pene-
tran al interior del cariopsis, sino que llegan hasta las
capas internas del pericarpo y no afectan la capa de
aleurona y el embrion del cariopsis de maiz. La pre-
sencia de F. graminearum y de F. verticillioides se
manifiesta a través de la presencia de coloracion
rojiza en los cariopsis de maiz.
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