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RESUMEN

ALPHONSE, HM.E. 1989. Diagnéstico de 1la pudricidn del
tallo de ZKA MHAYS L. en Turrialbs Costsa Rica. Tesis
Mg. Sc¢. Turrialba, Costa Rica, CATIE. 110 p.

Palsbras claves: Jea mways L., Erwinia sp., Klebsiella sp.,
Capsicum anuum, pudricidn del tszllo, sagentes
causales, mnetodologisa de inoculacién,
resistencia, edad de la planta, "La Montsafia"”,
CATIE, Turrialba.

RESUMENR

Este estudio se llevd a cabo con el fin de identificar
el o los agentes causales de la pudricidén del tallo del

maiz, enfermedad de comin ocurrencia en la finca
experimental del CATIE “La Montafia” en Turrialba. El
estudio de  los sintomas, la  patogenicidad, las

caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas vy bioquimicas
de las cepas bsacteriales aisledas y resisladas de tejidos
enfermos del tallo y de una muestra de agus de una bomba
agspersors, reveld gue la pudricién del tallo esta asociada
con bacteriss del géneroc FErwinia especialments, K.
carotovora, E. cypripedii EBE. nigrifluens, E. rubrifaciens y
Errinia sp..

Agsimismo es de  sefialar la importancia de K.
robrifaciens por su distribucidn en agua y su alta
patogenicidad al maiz. El "Indice de Similitud" indicé que
egstas bacterias alcanzan un valor de identidad superior a
90 por ciento.

Esta pudricidén también se observéd al inocular plantas
de malz con cepas bacteriales de K. carotovora y K.
chrysanthemi aisladas de chile (Capsicum anuum) procedente
de "La Hontafa",

En este estudio se demostrd aue las pudricicnes del
tallo pueden ser ocasionadas por bacterias del género
.Kiebsiellas y no unicamente por Krwinia.

La metodologia de inoculacién mAs apropiada del
patbgene consiste en depositar en el cogollo de la planta
la suspensidén bacterial de 108 mezclsda con tween 20 81 1 %

La evaluacidn de resistenecis en condiciones del
invernadero demostréd que los cultivares, Tico V7, Tuxpeiio
Diamantes son los mis suceptibles. Asimismo, se ha

determinado gue lag plantas presentsn una mayor incidencia

xi



de la pudriecidén cuando tienen entre 20-40 dias de edad bajo
condiciones climdticas favorables (alta precipitacidn, alta
humedad y temperstura).
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SUMMARY

ALPHONSE, M.E. 1889. Disgnosis of ZEKEA NAYS L. stalk rot.
in Turrialba, Costa Rica. Thesis Mg. Sc. Turrialba
Costa Rica, CATIE. 110 p.

Key words: ZEA MNAYS L., Erwinia spp., Klebsiella spp.,
Capsicum sanuum, ,stalk rot, czusal agent,
inoculation technique, Resistance. plant age,La
Montafia CATIE, Turrialba.

SUMMARY

This study was carried out to determine the causal
agent of stalk rot in maize, current evident disease in the

CATIE experimental station, "La montafis”, in Turrislba.
The investigation on, symptoms, patogenicity,
Morphologyeal, Phisiologyesal and Biochemical

characteristics of the isolated and reisolated bacterial
strains of the infected stalk or tissues and sample of
water taken from sprinkler pump indicated that the stalk
rot is sassociated with bsacteria of the genus of Krwinia
specially E. carotovora, E. cypripedii K. nigriflvens, K.
rubrifaciens and Krwinia. sp. .

Likewise; is necesary to point out, the importance of
E. rubrifaciens for a high distribution in water and high
patogenicity with cultivated maize. The "Similarity
Index", indicate that this bacteris results in an identity
value greater than 80 percent.

This rot was alsc observed when maize plants were
inolucalted with bacterisl strains of E. g¢arotovora y E.
chrsanthemi isolated in pepper plants cultivated in "La
Montafia".

In this study it was demostrated that stem rot was
associated to bacteris of the Klebsiella geners and not
only by erwinisa.

The most appropiate methodology of inoculation of the
pathogen consisted of depositing in the whorl of the
plants, & suspension of the bacteria of a 108 mixture at
1 %,

The evaluation of resistance in greenhouse conditions
demostrated that the cultivars, Tico V7, Tuxpefio and
Diamantes were the most susceptible. At the same time it
was determined that the rot when they were 20 - 40 days old
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with favoursble climetic conditions C(high precipitation,
high humidity and temperature).
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RESUME

ALPHONSE, H.E. 1989. Diagnostic de la pourriture de 1la
tige de ZKA NAYS L. a Turrialba, Costa Rieca. Thése
Mg. Sc. Turrialba Costs Rica, CATIE. 110 p.

Mots elés: Zea mays L., Erwinia sp., Klebsiella sp.,
Capsicum anuum, pourriture de la tige, agent
causal, métodologie de inoculation, résistance,
Age de la plante, "La MHontsafia", CATIE,
Turrialba

RESUNE

Cette étude a pour but d'identifier le ou les agents
causaux responsables de la pourriture de la tige du mals,
maladie trés courrant & la station expérimentsl de CATIE
"La Montafia", & Turrialba. L 'étude des sympt8mes, de la
patogeniciteé des caractéristiques morphologiques,
physioclogiques et biochimiques des souches bactériennes
igsolées et reisolées des tissus afectés de la tige et un
échantillon d esu d’une pompe d aspersion, révélérent que
cette pourriture est associdée sux bactéries du genre
Erwinia spécislement, K. carotovora, E. cypripedii K.
nigrifluens, E. rubrifaciens y Erwinia sp..

Cependant, c¢’est nécessaire de signaler 1 importance
de E. rubrifaciens, son mode de distribution et sa haute
patogenicité au malis. Ainsi, "1‘Indice de Similitude”
montre gque ces souches bactériennes atteignent un nivesu
d identité superieur & 80 pourcent

En outre, cette pourriture fut observée quand des
plantes de mals furent inoculées avec des souches de K.
carotovora vy K. chrysanthemi isolées de capsicum anuum

provenant de "La Montafia". Dans cette étude 11 a #6té
prouvé gque la pourriture de la tige du malils peut &tre
provogqueée par bactéries du genre Klebsiella et non

uniquement par Erwinia.

La métodologie d’inoculation 1la plus apropriée du
patogéne isolé consiste & verser & 1 intérieur du
verticille 1 ml de 1la suspension bactérienne de 108/ml

mélangée de Tween 20 & 1 ¥ . La évaluation de résistance
en serres montre que les cultivars TieoV7, Tuxpeifio
Diamantes sont les plus succeptibles. Ds méme il a été

déterminé que 1 incidence est plus élevée quand les
plantes ont entre 20 & 40 jours d’'fge et placées dans des
conditions c¢limatigues favorables de précipitation,
température y humidité élevée.
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1. INTRODUCCION

El maiz es uno de los tres cereales méas utilizados en
el mundo, siendo en 1la actualidad el alimento mas
importante de los habitantes de México, América central vy
varios paises de América del Sur (INTA, 1980). Alrededor
de dos tercios de la produccién totsl mundial se utilizan

en la alimentacidén animal y una cuarts en ls alimentsacidn

humana (CIMMYT, 1984).

Mds de B0 enfermedades causadas por hongos y bacterias
limitan la produccién de este cultivo (FAQ, 1980), de las
cuales la pudricién del talle es una de las més
destructivaes (Sawar vy Ahmad, 1988). En Costa Ricsa, las
plantaciones de maiz se encuentran desde el nivel del mar
hasta una altitud de 2000 metros, lo que expone las plantas

& varios tipos de insectos plagas y patégenos (Bonilla,

1983; Coen, 1888).

En Costa Rica se han realizado trabajos de
investigacidén sobre patdégenos de la pudricién del tallo v
de 1la mazorca tales como (Fusarium moniliforme, Giberells
fujikuroi y G. zeae); hasta el momento, sin embargo no se
ha investigado sobre 1los agentes etiolégicos de las

pudriciones suaves del tallo del maiz (Villalobos, 1985).



En la estacion experimental Ls Montafia del CATIE, en
Turrialba, =se ha observado en los 1ltimos aflos, una
pudricién suave de la parte superior del tsllo de la planta
de malz cuya incidencia ha aumentado aparentemente s partir
de 1885, En el transcurso del segundo semestre del afic
1888, esta enfermedad ocasiond dafios may severos que
afectaron los trasbsjos de experimentacidén en este cultivo.
Las précticas de manejo ya sea, quimicas (aplicacidn de
agrimicin 500, cada ocho dias) o culturales, (barbecho,

rotacidén) hsn sido ineficaces pars su manejox.

Hasta el momento no existe informacidén disponible
sobre el o los agentes causales asocisdos, la fuente de
inféculo inicial, su modo de distribucién y los factores
ambientales que favorecen su desarrollo. En el manejo de
enfermedades el disgnéstico preciso constituye un primer
paso en la solucidén del problema. Por lo tanto, para poder
encontrar posibilidades de manejo, es @muy importante
considerar los principios de epidemiologias definidos por
Van Der Plank (1875); Peto (1853); Thyr (1968); Forster vy
Echandi, (1973); Schaad et al (1973); Ercolani (1984).

La obtencion de materiales resistentes constituye unsa
de las médidas méas practica y econémica para controlar

cualquier enfermedad . Sin embsargo, en el pais no existe

*Inform personal de Arnoldo Barrantes administrador fineca
experimental del CATIE "La Montafia", Turrialba, C.R.



en la actualidad informaciodn sobre dicha enfermedad ¥ por

consiguiente sobre las variedades o los hibridos locales

con un alto grado de resistencis.

Para poder establecer un plan de manejo adecuado el

presente

1~

De

trabajo se reslizé con los objetivos siguientes:

Identificar y caracterizar el o los sagentes
causales de la pudricién del talloc del maiz, tal
como se presenta en la estacidén experimental Lsa

Montafia, Turrislba, Costs Rica.

Estudiar su modo de transmisién.

Determinar la infectividad de los sislasmientos.

Evaluasr la respuesta de diferentes cultivares sl

0o los agentes caussles que se identifiquen.

acuerdo a los objetivos se han planteado 1las

hipotesis subsecuentes:

1~

La enfermedad es causada por bacterias

El equipo de aspersién y el aguas utilizada en el
sistema de manejo constituye un medioc eficiente

de diseminacion de la bsacteria.

El nivel de indculo es un factor muy importante

en el desarrollo de la enfermedad



4~ Existe diferentes niveles de resistencia vy
suceptibilidad al agente causal en cultivares de

maiz comercial.



2. REVISION DR LITERATURA

2.1 Distribucién geografica de 1la pudricién suave del

tallo del malz

La pudricién del tallo del maiz ha sido reportada en
varios sitios vy se encuentra distribuida en zonas
tropicales, v bajoc condiciones eszspeciales en ZOnas
templadas (Mazzuchi, 1972; Rangarajan y Chakravati, 1871).
Esta enfermedad del tallo del msiz ha sido observada en
India, (Kelmsn et al, 1857; Payak, 1972; Lal, 1881) Egipto,
(Sabet, 1954) Israel, (Voleani, 1861) Grecia, (Zachos et
al, 1983) Australia, Afries, Filipinas, Rumania, (APS,
1883; Mec Gee, 1888; Otta y Wood, 1877) Estados Unidos,
(Hoppe y Kelman, 1968; Hartman, 1869; Boewe, 1949 Lépez et
al 1986) Colombis, (Victorias et =al, 1875) Brazil,
(Reifschneider y Lopes, 1982) Nicaragus (Tapia vy Garcis

1883) y Republica Dominicana (Montes de Oca, 1985).

2.2 Importancia econdmica de la enfermedad.

Los dafios que causa la pudricién del tallo del msiz
son muy severos. Las pérdidas varian de scuerdo s la época
vy la regidén v, la incidencia puede variar entre un 5% a 50%

de la poblacidén de plantas (Saxena y al, 1984; Victoria et



al, 1875; Hingorani, Grant vy Singh, 1959; APS, 1883; Hoppe
vy Kelman, 1988).

Thind y Payak (18985) reportaron que en inoculacidn
artificiasl 1la incidencia aleanzdé una pérdida de 82% en

rendimiento para un 80-85Y% de incidencia,

2.3 Agentes causales de la pudricidn suave del tallo del

nals,

El patégeno responssble de La pudricidén suave del
talle del maiz observade y reportado en India, Prasad
(1830) fue desecrito por Sabet en 1954 bajoe el nombre de
Erwinia carotovora f. sp. zese de acuerdo a sus
caracteristicas bioquimicas y su habilidad para debilitar

el maiz y otras gramineas (Hingorani et al, 1959).

Kelmsn et al (1987 probaron que no existen
diferencias significativas entre el patégeno que satacs el
maiz en Estados unidos vy apoyaron el nombre adoptado por

Sabet: Erwinisa carctovora f. sp. zeae.

Hingorani, Grant y Singh (1888) por su parte

reportaron que el patégeno era Phytomeonas dissolvens Rosen
Syn de Erwinias dissolvens Rosen Burkholder.

Sabet, Samro y Shafey (18684) 8l reidentificar el

patégeno del maiz lo ratificaron como E. esrotovors f. sp.



zene. Dickey (1979, 1881) incluyé el patégeno responsable
de la pudricién del tallo del msiz en el grupoc de E.

chrysanthem] en referencia a los patovares propuestos por
Young et sl (1878)

Hartman et =gl (1975) apuntaron que 1ls bacteris del
maiz, patétipo E. ¢chryssnthemi esta  estrechamente
relacionada con E. ¢chrysanthemi Burkholder et al. Brenner
et al (1973) y Mazzuchi (1972) afirmaron que este patégeno
también tiene varias caracteristicas fisioldégicas comunes a
E. carotovors (L.R.Jones) grupo de las bacterias de

pudricién suave.

Thind y Payak (1985) hicieron una revisidn de los
agentes causales de la pudricidén del tallo del maiz en la
India, y reportaron que los principales son: Eruwinis
dissolvens Rosen, Burkholder (syn) de Pseudomonss
dissolvens Rosen; E. chrysanthemi pv zeame (Sabet) Victoria,
Arboleda, Muficz (=yn) de Erwinis carotovors var zese Sabet,
Pseudomeonas syringae pv lapsa (ARK) Young, Dye, Bradbury,
Panagopulus y Robbs (syn) de P. lapsa Ark Starr ¥y
Burkholder.

2.4 Sintomas de 1a enfermedad

Kelman et al (1957); Hingorani et al (1858);

reportaron qgque la enfermedad se manifiests por un



resquebramiento caracteristico o un volcamiento de las
plantas en la parte superior del tallo correspondiente al
cuarto ¢ quinto nudo. Los tejidos del tallo presentan
manchas accuossas ozscuras ligeramente cafés con  uns
desintegracidn de la médula en el punto comin de unidén de
la hoja con el tallo. En una étaps més avenzads solamente
los haces vasculares quedan intactos v las partes atacadas
del tallo presentan una pudricidén de olor fétide o

desagradable,

Hoppe vy Kelman (19689); Victoria et al (1975)
describieron que en el desarrollo de 1sa enfermedad 1los
sintomas consisten en una flacidez del cogollo. Luego se
produce un marchitamiento de los tejidos foliares v por
consiguiente los &apices de las hojas superiores. En el
caso de una severidad pronunciada, la parte superior de la
planta puede desprenderse facilmente con uns presidn hacia

arriba.

2.5 Biologia del patégeno.

2.5.1 Caracteristicas norfolégicas.

Rangarsajan y Chakravarti (1967) describieron el
patdgeno responsable de la pudricidén del tallo del maiz
como una varillas corta de 0.4-0.6 de micras por 1.5-1.7

micras, gram negastiva no forms esporas, mévil con flagelos



polares mientras que Hoppe v Kelman (1868); Dickey (1879);
Victoria et =8l (1975) 1le describieron su movilidad por
medio de flagelos peritricos. Ademis, ellos afirmaron que
esas bacterias no se encuentran encapsuladas ¥ se presentan
en colonias individuales, pares, circulares v convexas de
color cremas a grisaceas en YDC (Yeast Dextrose Calcium

Carbonste) y AN (Agar Nutriente).

2.5.2. Propiedades fisiolégicas.

Perombolon v Keliman (1880); Routoujansky
(1887); Bashsam ¥ Bateman (1875); describieron las
caracteristicas fisioldgicos de las bacterias de 1a
pudriecidén suave y safirmaron que ellas producen ls
maceracion de los tejidos de sus hospederos por medio de
enzimas extracelulares. La degradacidén de los componentes
de las paredes celulares la realizan enzimas tales como la

pectinasa, la celulasa, la hemicelulasa y la proteasa.

Diolez y Coleno (1985); Jingwei et sl (1987); Reverhon
v Robert-Baudouy (1887) describieron el papel de estas
enzimas en la patogenicidad de los patoétipos de E.
chrysanthemi v E. garotovors. Payne et al (1887); Daniels
et al (1888) consideraron los "pectate lyases" como las

sustancias principales responsables de virulencia de esas
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bacterias y explicaron sus mecanismos en el proceso de

patogenicidad.

2.5.3 Propiedades bioquimicas

Dye (1968, 1968); Kelman (1969); Dickey (1879)
reportaron gue la bacteria de la pudricién del tallo del
maiz es un baston fermentador facultativo sanaerébico con
catalasa positiva y oxidasas negativa. Estas bacterias
producen dcido a partir de B-galactosidasa, L(+) arabinosa
D(-) ribosa L(+) ramnosa D(-) fructosa D-galactosa manosa
celobiosa glicerol D-manitol salicina y sademds tienen

crecimiento en peptona més bromocresol purpurea.

Kelman (1968) afirmé que el patégeno produce pudricién
suave en papa, formacién de pigmentos en agsar, crece en
triptona contenido de mds de 5% de NaCl ¥ produce sustancis
del gluconato comoc solo fuente de carbono v no tiene

habilidad para utilizar el dulcitol.
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2.6 Ecologia del patégeno

2.6.1 Factores biéticos de influencia en la pudricién

bacteriana del tallo del maiz.

2.6.1.1 Insectos

En el caso de la pudriecidn del tallo
del malz transmitida por bacterias del grupo carotovors, no
existen todavia muchas pruebas sobre el papel de slgunocs
insectos del msiz en la transmisidn del patégeno (Purcell,
1982). Sin embargo, Hingorani et al (1959) simularon 1lsa
accidén del insecto, induciendo 1los sintomas de 1sa
enfermedad por el método de inoculscidn con jerings cercs
del punto de crecimiente. Thind vy Singh (1978) demostraron
que el barrenador del maiz Chilg partellus (Swinhoe) ers un
candidato en 1la dispersidén y la transmisién del agente

causal.

2.6.1.2 Plantas

Thind (1870); Rsngarsjsn v Chakravarti
(1871); Hingorani (1958) afirmaron que Erwinis carotovora
pv zeae patdgeno tiene varios hospederos tales como: papa,

camote, sorgo, repollo, tomate, zanahoria etc.

Prasad y Sinha (1977) demostraron que en una rotecidn

de distintos cultivos con el maiz ls incidencia de la
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pudricidén del tallo causada por E. earotovors.sp zese era
més alta en los sistemss maiz-papa-maiz ¥y maiz-lahi-papa-

maiz que en los demds practicados.

Dickey (1979) indiecé que E. chryvsanthemi es un
patdgeno de un rango muy samplio en plantas tropicales y
subtropicales. En zonas templadas se encuentra en cultivos
creciendo bajo condiciones del invernadero v en campos de

cultivos tales como maiz y pifia.

Hepperly et al (1887) notaron la presencias de E.
chrysanthemi en pudricidn de cogollo de sorgo. Kuchareck y
Bartz (1984) determinaron su presencis en hortalizas y en
tabaco. Hsu y Tsen (1881) indican que el grupo E.
carolovora pv carotovora, (E. aroidae y E. carotovoers)
estan asociados con le& mayoria de las podredumbres que

afectan tanto hortalizas como cereasles en Taiwan.

Koutoujansky (1887)> reportd que dentro de las
enterobacteriaceas de pudricién snave las erwinias stacan

las plantas en cultivo y en almacensmiento.

Hoffet (1883) reportéd de 1los registros de los
fitopatélogos de cada estado de Australia las plantas
hospederas asociadss al patégeno de la pudricidén del tallo
del maiz y sefiald las plantas que se describen =&

continuacidn.
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E. carotovora var carctovora: £llium cepa var
adredatum, Allium cepa L. var cepa, Apium graveolens L.
Beta wvulgaris ssp. egicla L., Brassiecs chinensis L.,
Capsicum anuum L., Cucurbita maximum Duch., Cucurbita pepo
L. s. lat., Cyclamen persicum Mill., Cynara scolimus L.,
Rancus carota L., Helianthus tuberosum L., Hyacinthus
crientalis L., Lactuca sativa L., Lycopersicon esculentum
Miller, Musa sgcuminats Colls., Narcissus sp. Nicotians
tabacum L., Pisum sativum L., Rheum rhsbarbsrum L., Solanum
melongena L., Solanum fuberosum L., Spinacia oleacers L.,
Yanda sp, Vigna unguiculata ssp sesquipedslis L., Zea mays
L., Zea mavs L. convar saccharata Koern., Brassica olersces
var capitata (L) Alef, Brassica oleracea var botrytis L.,
Brassica oleracea var gemnifers DC., Brassica oleracea var
italiecs Plenck.,

Erwinis sp.: Rerses americanas Miller, Solanum
tuberosum L., Zesa mavs L.

2.6.1.2 Semillas

Agrios (1885) sefialé la relacién de la
supervivencia de las bacterias y las semillas. Rangajaran
Yy Chakravarti (1887, 1870) aislaron y identificaron
Pseudomonas lapsa sobre semillas de maiz afectadas con

podredumbre de tallo.
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Anilkumar y Chakravarti (1971); Saxena vy Lal (1982)
encontraron que las semillas llevan la bacteria
externamente durante un periondo de 45 diag. Hayward (1974)
comentd que esas bacteriss estan & menudo en condiciones
latentes en varios hospederos aunque esas condiciones

todavia no estan bien definidas

2.8.1.3 Residuos de cultivos

Agrios (1985) mencionéd que algunas
bacterias fTitopatdgenas sobreviven en los residucs en el
suelo como saprdfitos y la poblacidén de otras disminuyen
rapidamente en estas condiciones,. Sin embargo, en el caso
de la pudricidén del tallo del maiz, Rangajasran vy
Chakravarti (1970); Anilkumar y Chskravarti (1871); Prassad
y Sinha (1877) mencionaron que E. garctovora. f. sp. zese
Sahef agente causal de dicha enfermedad sobrevive en el
suelo en los residuos de las plantas hospederas. Esta
supervivencia es mayor cuando los residuos afectados tienen

un alto porcentaje de tejidos sanos.

2.6.1.4 Otras bacterias que influyen en la

pudricidén del tallo del maiz.

El comité de maiz de ls Américsn

Phytopathological Society (1880) reportd la participacidn
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de Erwinias stewartii y E. arcidese (Town.) Holland.) en la
pudricidén del tallo del maiz y apuntd que esta bacteris sl
atacar la planta maiz provoca la debilidad de las plantas
por reducecién de area foliar que se vuelven més suceptibles

a E. garotovora f. sp. pese.

2.6.2 Factores abidticos de importancia en 1a

pudricién del tallo del maiz.

2.6.2.1 Agua

Harrison, et al (1987); Maddox v
Harrison (1988) estudiando 1ls dinamieca de poblacidn de
Erwinis cgarotovors en las aguas de superficies libres
(lagos, rios, canales) v las capas subterrdness en colorado
encontraron que de todas las bacterias, E. carotovors se

presentd en el 82% de las muestras colectadas.

Lal et al (1874); Thompson (1885); Hoppe v EKelman
(1869) destacan la presencisa de la bacteriaz en el agna de
riego de las plantaciones afectadas. Lopes, Stall v Bartg
(1886) hallaron E. chrysantemi pv zese. en el agua de riego
y definieron su papel en la incidencis de la pudricidn del

tallo del maiz,
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2.6.2.2 Clima

Christensen y Wilcoxon (1968); Lal v
Saxena (1878); Thind y Paysak (1878); Saxena y Lal (1884)
han reportade que [Erwinia chrysantemi. pv. gzese es

favorecida por la alta temperatura (30 °C) msociada con 1la

alta humedad. Anilkumar y Chakravarti (1871) probaron que

para Erwinia carotovora y Pseudomonas lspss la durscién de

la svpervivencis es mas larga cuando la temperatura es baja
(10 °C) v la humedad relstiva alta (98 ).
2.6.3 Otros factores
2.6.3.1 Manejo del cultivo.
2.6.3.1.1 Densidad de siembra

Ahmad, Ahad, Aslam y Iqgbsal
(1985) afirmaron que la intensidad de 1lsa pudricidn del
talloe del maiz aumenta con 1la densidad de siembra del
cultive,

2.6.3.1.2 Aplicacidén de fertilizantes

Me Goven y Dikey 1985

comprobaron la relsecién entre la nutricién ¥y crecimiento de

E. chrysanthemi. De acuerdo a Quifiones et sal (1888) el
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desarrollo de las bacterias del género Erwinia pudéd tener
una relacidén con el nivel de fertilizante aplicado. Saxena
y Lal (1881) indican que una tasa alta de nitrdgeno

favorece el desarrollo de la pudricién del tallo del maiz.

2.6.3.1.3 Sistema de riego

Hartman y EKelman (1873);
Kelman et al (1857); Otta y Wood (1977); Hoppe vy ZKelman
(1868) afirmaron que ls incidencia de la enfermedad es mas

alta donde hay riego por aspersién.
2.6.4 Control de la pudrieidén suave del tallo del
maiz.
2.8.4.1 Desinfeccidén del agua de riego.

Thompson (1885); Lal et =&l (1870);
Thind et al (1884) controlaron ls pudricidén bacteriana del
tallo del maiz por cloracidn del sgua del sistema de

irrigascidén por sspersidn.

2.8.4.2 REvaluacién de germoplasma

La evaluacion de materisles

resistentes a las bacterias de la pudricidén del talioc del
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maiz se ha realizado en laboratorio (Thind y Paysak, 1978) y

en el campo (Thind y Paysak, 1878; Victoria, 1977).

La diferencia en resistencia a lsa pudricidén del tsllo
ha sido detectada y en algunos cultivares del maiz en Indis
parece ser controlada por 1la presencia de sustancias
Fenolicas come el "DIMBOA 2,4-dihydroxy~-7-methoxy-2h-1.,4-
benzoxazin-3-(4H) one" (Lacy et al, 1978; Hartman et al,

1875).

2.7 Método de identifiescidn y de caracterizacidn

Los diferentes procedimientos de identificacién y de
caracterizacidén sobre 1las bacterias fitopatogénicas del
grupo de pudricidén suave fueron definides desde hace mucho
tiempo por Graham (1964); Dve (1869) citado por (Fahy y
Peréley, 1383; Starr, 1983; Dickey, 1881; Sabet et al,
1964; Bergey'S, 1982). De acuerdo & esos autores los

procedimientos utilizados son los siguientes:

2.7.1 Sintomas caracteristicos de la enfermedad

Fahy y Persley (1983) afirmaron que el registro
de los sintomas de enfermedades es el punto inicial para un
disgnéstico correcto. Por lo tanto es necesario consultsr
materiales bibliogrdficos vy claves pictoricas que pueden

orientar al investigador.



19

2.7.2 Caracteristiess norfolégicas

La forma de 1a bacteria constituye unsa
caracteristica preliminar muy importante en la descripeidn
¥y la identificacién de una bacteris. Fsos caracteres
pueden ser conocidos por medio de pruebas de tinecidn de

gram y flagelos (Fahy y persley, 1883).

2.7.3 Carscteristicas en medios de cultivos

Los medios de ecunltivo constituyen un elemento

muy importantes en la identificacidén y 1la caracterizscion

de las bacterias. El crecimiento, la forma de las
colonias, el olor y el color en medios de cultivo
especificos permiten de localizar en el grupo al cual

pertenece el organismo en estudio (trazas de indigoidina en
YDC, produccidén de pigmentos insoluble en agua (Cowan,

1974; Cother et al 1880).

Cuppels y Kelman (1874) han dessarrollade el medio
cristal-violeta-pectato modificado por 0° Neill v Logan
(1875} por adicién de sulfato de manganesio. Este medio
modificado permite distinguir las Erwinias de la pudricidn
suave de otras bacterias pectoliticas y también inhibe el

crecimiento de las Pseudomonas pectoliticas.



20

Kado y Heskett (1970) pueden distinguir Erwinisa sSpp.
de otras bacterias en el medio D3. Uno de los medios de
cultivo dé caracterizacién e identificacidén de 1las
bacterias de pudricién del tallo del maiz es el uso de
tejidos vivos de hospederos (crecimiento de E. ¢carotovors
pv  carofovora E. carotovora pv atroseptica y K.
chrysanthemi en rodajas de papa.)

2.7.4 Tincién de flagelos

La posiecidn y el numero de 1los flagelos son
propiedades que ayudan a la identificacién de las bacterias
(Erwinias tienen flagelos peritricos, y las pseudomonas

tienen flagelos polares)

2.7.5 Tincién de gram rdpida

De acuerdo a Cowan (1974) aesta pruebs
constituye una de las primeras étapas en el diagndstico de
una bacteria desconocida. Este método permite distinguir y
separar las bsascteriass gram positivas de las gram negativas
vy también ver su forma y su tamafic. La dnica difienltad de
este proceso es la edad de la cepa utilizads porgue algunas
bacterias corineformes tienen la tendencia de aparecer gram

negativa cuando los cultivos tienen més de 48 horas.
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2.7.8 Caracteristicas fisioldgicas y bioguimicas.

Las pruebas fisioldgicas y bioquimicas hechos
en condiciones adecuadas conducen a la identificacidén de la
bacteria hasta 1s especie (Brenner, 1877; Dickey, 1979;
Sabet et al, 1984); Lelliott, 1974; Dye, 1968, Dickey st al

1987). Las pruebas utilizadas son las siguientes:

Pruebas de KOH 3%, prueba de patogenicidad en
hospederos especificos, transformacisdn de los
carbohidratos, crecimiento v transformacién de los &amino
écidos, prueba de catalsss y oxidasa, prueba de metil v
Voges Proskauer, produccidn de gas a partir de la glucosa,
produceidén de H2S, licuefaceidn de la gelatina y reduceciédn

de los nitratos v la pruebs seroldgicsa.

2.8 Métodos de aislamiento de la bacteria de 1la pudricion

del tallo del msiz.

Par el aislamiento para la bacteria de la pudricién
suaave del talle del  naiz siguen los procedimientos
generales descritos para las bacterias de pudricién susve

(Starr, 1983; ¥Fahy vy Persley, 1883; De Bosr vy Kelman,
19785).
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2.8 Métodos de inoculacidn ¥y de evaluacidén de 1la pudriecién

del tallo del maiz.

Rangarajan y Chakravarti (1871); Thind y Payak (1978)
inoccularon por metodo de puncién dentro de la parte bassl
del tallo. Hoppe y Kelman (1888); Hartman vy Kelman (1973);
han provocado 1a pudricidén sl derramar la suspensidn
bacteriana en el cogollo de 1la planta de maiz. Victoris
(1877) desarrollo el sistema de seudotallo e inoculaecién

por micropipetas de Eppendorf.

En el caso de la pudriecidn bacteriana del tallo del
maiz los métodos de evaluacidn se realizaron sobre la
incidencia de ls enfermedad (Hoppe vy Kelman, 1989; Hartman

v Relman, 1873; Victoria, 1977).

Z2.10 Podredumbre causada por hongos.

Gilbertson, Brown vy Ruppel (1985), reportaron que los
hongos asociados & 1s pudricidén del tallo del maiz son:
Fusarium graminesrum Schabe, F. moniliforme Sheld v E.
subglutinans. Anderson (1987), publicé que E. moniliforme
v Giberells zesse son los fitopatogenos fungosos mas
frecuentes de los saislamientos del tallo de maiz en
Illinois. Byrnes y Caroll, 1988 spuntaron 1ls presencia de
los hongos responsables de la pudricidén del tsallo de

Delewsare.
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Gonzalez (1972); APS (1980); han mencionadsc que los
principales hongos involucrados en pudricidn del tallc del
maiz son favorecidos por temperatura alta (32C) y alta
humedad, sequia, mal drenaje del suslo. Los patégenocs

viven en el suelo Yy penetran en la planta por la vaina

foliar.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Diagnosis de la pudricién suave del tallo del maiz.

3.1.1 Descripcién de 1los sintomas ¥y coleccidén de

materiales infectados.

La descripeién de los sintomas caracteristicos
se hizd de acuerdo a la evolucién de la enfermedad en el
cultivar Tuxpefo, en ls estacidn experimental del CATIE "Lsa
Montafia" en Turrialba, Municipalidad de Cartago y donde =e
ha registrado 1la enfermedad. Sus coordenadas geograficas
son los 8o 5° de latitud norte vy de 83030° de longitud
oeste, con una altitud de 590 metros sobre el nivel del

mar.

Segun Holdridge (1879) sus carscteristiecas climdaticas
son del tipo bosque huimedo tropical. La precipitacién
promedia anual corresponde en unos 286800 mm, ls temperatursa

media 220C y la humedad relativa media entre un 85~90 ¥%.

Los procedimientos de diagnéstico utilizados fueron
similares a los descritos por Dowson (1957), Fahy v Persley
(1983) v Agrios, (1885). Se colectaron materizles
procedentes de plantas afectadas ¥ partes de plantss sanas

para el aislamiento posterior.
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3.1.2 Aislamientos.

Este trabajo se llevé a cabo en el laboratorio
de diagnéstico del CATIE en Turrialba. Los sislamientos se
hicieron de muestras con sintomas de la pudricidn suave de
maiz de 1las cultivares Diamantes, Tuxpefio, EJN, Tico v7,
Tico VB sembrados en "La Montafa". Los métodos empleados
fueron los descritos para bsacterias v hongos en los

manuales de Fahy y Persley, (1983) y Dhingra, (18886).

Para bacterias, después de un lavado con agua del
tubo, se cortaron tres trozos de un tamafio de 3-4 mm luego
se& colocaron en 10 ml de agua destilada estéril por 3
minutos. Luego se realizaron diluciones hasta 102 tomando
de las dos Ultimas 0.1 ml vy distribuyendole con una asa en
platos Petri que contienen los medios AN, YDC, MG y MS (ver
apéndice) seguido de su purificacién. A las 48 horas, se
caracterizaron las colonias y se volvié a aislar en AN para
su purificacién. Las cepas aisladas fueron almacenadas en
viales de 10 ml con agar nutriente inclinado vy el
crecimiento bacterial fue cubierto con aceite mineral

esterilizsado.

En el caso de hongos después de uns desinfeceidn de
los cortes de tejidos en hipoclérito de sodio sl 1 ¢

durante 2 minutos y un flameads con slcohol se sfectuaron
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algunos aislamientos en agar aguz y PDA para obtencién de

hongos.

3.1.3 Prueba de patogenicidad

Se realiz6 este trabajo en el invernadero de
Fitopatologia de la sede central de CATIE en Turrialba; en
un ambiente con una temperatura promedia diaria entre 22 y
25 grados centigrados. Las plantas de maiz del cultivar
Tuxpefic de 30 diss de edad se colocaron en una camara
humedad . Estas plantas sembradas en nimero de cuatro por
maceta, fueron previamente colocadas en condiciones de
invernadero. El suelo utilizado para la siembra fue
desinfectado con bromurc de metilo una semana antes. Se
incorporé en 1ls cAmars himeda, un humidificador pars
mantener la humedad relativa cercana al 100 % durante todo

el enssayo.

La patogenicidad de la bacteris también fue comprobada
en condiciones de invernadero. En este caso, los
procedimientos de inoculacién fueron iguales al experimento
anterior, con excepcién del cultivar de maiz que fué
Diamantes, las condiciones de humedad relativs vy de
tempersaturs. Para obtener condiciones similares a las
mencionadas anteriormente, cada plants inoculada fue

cubierta con una bolsa de plastico en las primerss 24
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horas; ademés se realizaron dos aspersidnes diarias =g

partir del segundo dia de la inoculacidn.

Las pruebas de patogenicidad de las cepss de hongos
se llevaron a csbo en condiciones de invernadero, el método
de inoculacién fue por aspersidn en las hojas superiores

con una aspersora de Vilbiss Ngp 15.

3.1.3.1 Preparaecién del indculo

Los indculos se prepararon a partir de
cada uno de 12 saislamientos de bacterias obtenidos de
cultivares distintos (Dismantes, Tuxpefio, EJN, Tico V7,
Tico V8) afectadas de 1a pudricidn susve del talle del
meiz. Estas bacterias fueron previamente guardadas en
viales de AN y aceite mineral en lasg condiciones de
temperatura del cuarto del laborstorio. Antés de la
inoculacidén se les reactivaron primero en AN y después en
el medio de cultivo PCG (peptona 1 %, acido de casamina 0.1
% , glucosa 1 % y agar 20 %) Hartman v Kelman (1873) en
cajas de petri durante 48 horas a 270C. Cada inéculo fue
extraido por raspado después de agregar 10 ml agus
destilada con Tween 20 a1 1 %Z; v la suspensidén se
centrifugd durante 5 minutos a uns velocidad de 1000 g.

Luego se afiadié esta solucidn para ajustar hasta que lsa



suspensién llegé a uns concentrascidn aproximada de 10®

ufe/ml.

3.1.3.2 MHétodo de inoculacién

Para la inoculacién se utilizé el
método mejorado de Hartman ¥y Kelman (1973) para las
Erwinias de opudricisén suave que consiste en coloecar un
mililitro de la suspensién bacterisns en el cogollo de cada
planta de maiz, Las observaciones diarias se llevaron s

cabo a partir de las 48 horas de la incculacién.

En la preparacién del inéeulo de las cepas fungosas se
utilizé el Tween 80 al 1Y% y un nivel de inéculo que
corresponde en un 10000 conidios contados a partir del

metodo descrito por French, (1882).

3.1.3.3 Patogenicidad de otras cepas
bacterianas con 1las cepas aisladas de

la pudriecién del tallo del maiz.

Una evaluacién complementaria de

patogenicidad se llevd a cabo sobre la cultivar Tuxpefio.

Las cepas que se utilizé se ven en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Procedencis de las Cepas utilizadas en lag
pruebas de inoculacién de plantas de maiz (Zea

nays).
Cepas Hospederos Procedencia
Mezcla de aisls Maigz La Montana
mientos¥% 4,5,6,8,10
E. chrysantemi chile dulce *

E., carotovora

FPseudomonas sp.
F. Ffluorescens
Klebsiellsa Spp. UCR Facultad
Escherichia coli " "

La metodologis de inoculacidn utilizads v 1a
preparaciéon del indeculo fueron las mismas gue pars las
pruebas anteriores. 8in embargo, se usé el agar tripticass
soya como medio de cultivo antés de 1a pruéba. Las
cbservaciones de sintomas se dirigieron sobre el
comportamiento de las plantas, comparado con las controles,
agua destilada estéril y tween 20 al 1%. Este ensayo tuvéd

tres repeticiones.

3.1.4 Identificacién y caracterizaeidn del patdgeno.

Este trabajo se realizé en el laboratorio de

diagnéstico del proyecto MIP en la sede central CATIE en

¥Bacteris sislada dgllg cultivar Tuxpefio
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Turrialba y el lsborstoric de bacterioclogla de 1s Facultad

de Hicrobiologla de la UCR (Universidad de Costa Rica).

La identificacidén vy la caracterizacidn se reslizaron
por medio de pruebas morfoldgicas, fisiclogicas v
Biognimicas segiin los procedimientos definidos por Dye,
(1869) citados por Cuppels v Kelman, (1974), Shaad, (1880)
Fshy v Persley (1983), Starr (1883), Saxena y Lal (1884),
Leliott y Dickey (1884) Y el manual Bergey's, (1982) para

las Enterobacteriacesas en general.

Se consideraron los criterios siguientes:

3.1.4.1 Carécteres morfoldégicos.

lLas caracteristicas morfoldgicos
fueron observados en los crecimientos, forms, vy color en
nedios de cultivo genersles agar nutriente, YDC, ATS (agar
Lripticasa soya) v especificeos M5 y CVP (eristal-vicleta-
pectato) v por medio de las pruebas de tineidn de gram y

flagelos.
3.1.4.1.1 Tincidn de gran

El método que se utilizé
consistid en preparar un frotis bacteriano delgado, secado
al aire v fijado con alcohol en un portaobjetos. Lusgo, se

les adiciond una solucidn de cristal viocleta por un minuto,



después se le escurrid ligeramente agua del tubo durante
cinco segundos. después, se le cubrié con una solucidn de
Jugol por un minuto, ¥y volvié a lavarlo con agua de tubo.
Se decolord con sleochol etilico de 95 grados por 10
segundos y se aplicd safrsnins por 30 segundos como
colorante de contraste, se lavdé con agua del tubo v se dejd

secar al aire. Se observd con el obietivo de inmersidn.

3.1.4.1.2 Tincibn de Plagelos

En laminas pretratadas
durante una semana en una mezcla sulfocrémicas, se tomé con
una asa en punta la bacteria previamente aislada en agar
tripticasa soya (ATS) durante un periecdo de 18-24 horss.
Con cuidado se depositd ligeramente en una gota de agua
destilada estéril sobre los portacbjetos pretratados
después de flamearlo. Se dejd secar la preparacidn al
aire. Se les introdujeron en el recipiente del liquido de
tincitn patentade por la UCR durante 7 minutos y se lavéd

con agus de tubo y se dejd secar al zire.
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3.1.4.2 Caracteres Pisiolédégicos vy bioguimicos.

3.1.4.2.1 Oxidacién y fermentacidn de

1a glucosa.

Se utilizé el medio de Hugh
vy Leifson, aue consiste en duplicar dos tubos de este
medio; uno para la oxidativa v otro para la fermentativa.
Después de passr las bacterisas en los dos tubos, Se
mantuvé la inoculacidén fermentativa bajo de una capa de
parafina y de vaselina mezclada en una proporcidén 1:1. Las
observaciones se hicieron a partir de las veinte y cuatro

horas.

3.1.4.2.2 MHetabolismo de los

carbohidratos.

En un medio base estéril
constituido por una solucién de peptona al 1 % con 0.003 %
de de bromotimol azul se adiciond por separado maltoss
lactosa sorbitol...etec. Esos medios fueron inoculados con

las bacteriss en estudio e incubados bajo las condiciones
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del cusrto del laborsatorio. Se tomaron las observaclones a

partir de las 48 horas.

3.1.4.2.3 Produccion de gas de

glucosa.

A este medio base estéril
mencionado anteriormente se le agregd una solucidn de
glucosa a1 1 %. Después de repartir este medio en tubo de
snzsayo de 4 cm de largo =e les inocularon y les sellaron
con mezcla de wvaselina vy parafina estéril, Las
observaciones se hicieron sobre sl cambioc de color azul =&
amarillo vy la produccidén de burbujas en el espacio de la

parafina v el liquido.

3.1.4.2.4 Prueba de catalasa y de

oxidasa.

Catalasa

Por medio de una asa de pléatina se
depositd, una pequefia poreidén de suspension bacteriana un
portacbjetos. Luego se le agregd una gota de una solucidn

concentrada de perdxido de hidrégeno al 3 %. La catslass
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positiva produce burbujas al contacto del ligquido con la

suspensién bascteriana.

Oxidasa

Con una asa de platina se tomdé una
peguefia porcidtn de secrecion bacteriana y se pusd sobre un
papel filtro. Después se le agregd 3 gotas de la solucidn
de oxalsto de p-aminodimetilalanina sobre la secreciédn;
las oxidssas positivas cambian de naranja a marron Vv de

marron a negras a los 10-20 minuntos.

3.1.4.2 5 Prueba Voges Proskaeur.

Se inoculd las bacterias en
el mismo medio de la prueba de rojo de metilo. Después de
incubacién durante 48 horas se le agrega en orden 0,2 ml de
alfas naftol a1l 5 % vy 0,2 XOH al 40 % v se agité
fuertemente. Las lecturas se hicieron después de 195

minutes de reposo.

3.1.4.2.6 Hidrélisis de 1la ureasa ¥y

produecidén de indol.

Hidrolisis de la ureasa. A
partir de un cultivo joven de 18-24 horas se distribuyé en

agar urea de Christensen inelinado las diferentes cepas

34



bacterianas en estudio. Se observaron las reacciones del
medio a los 18-24 horas de incubacién a a la temperatura de

la sala del laborstoric (8 - 20°).

Produccitn de indol. A partir de un cultive puro de
18-24 horas de edsd se inoculéd colonias puras de bacterias
en el caldo triptona. Después de una incubacién a 35°C por
48 thoras se les agregd 1 ml de xilocl e se agité
vigorosamente para extrser y concentre el indol. Se dejé
estratificar sen la superficie durante 18 minutos.

Cuidadosamente se agregé 10 gotas del reactivo de Ehrlich
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por la pared del tubo. Se lee el interfase del solvente

después de afiadir el reactivo.

3.1.4.2.7 Licuefaccitn de la gelatina

v redueccidn de los

nitratos.

Licuefaccidn de la
gelatina. Con una asa en punta se inoculd & uns

profundidad de una pulgada cultivos jovenes de 18-24 horas
picando las bacterias en un tubo que contiene el medio

cultivos

Reduceién de los nitratos. En tubo de caldo de
nitratos con una campana de Durham se inoeuld una cantidad
de secrecidén bacteriana joven de 18-24 horas incubads a ls
temperatura del cuarto del laboratorioc. A los 18-24 horas
de incubacién se les afiadid 5 gotas de Alfa-Naftilamins al
0.9%. 5 gotas de écido sulfanilico, si no hay desarrollo de
color rojo se asgregd una pequeiis cantidad de zine para la

reduccién de nitrato 8 nitrito.

3.1.4.2.8 La pruebs de eultivo en

rodajas de papa y pectacto.

Se utilizé en esta prueba

la metodologlia desarrolladas por De Boer y Kelman, (1874).
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Con papas previamente Jlavadas con agua vy jabén, =e
flamearon durante 5 segundos después de pasar las en
alcohol. Con un bisturi previasmente estérilizado vy
flameado con alcohol, se cortd la papa en rodajas dejando
las extremidades. Las rodajas de papa fueron colocadsas en
platos de petri estérilizasdos con 1 ml de agua destilads
estéril. La inoculacién se hace poniendo una gota de una
suspensidén bacterisna en el centro de la papa. Las

observaciones ss llevaron en los 48 horas de incubscidn.

Prueba de pectato

ESta pruebs se resalizé a partir del medio
desarrolladdo por Cuppels y Kelman, {1874). Las
observaciones se llevaron a cabo a los 48 horas después de
pasr las bacterias en el medio. Las cepas controles
utilizadas fueron E. garotovors pv earctovora 15713 v E.
chryvsanthemi pv. zegse de la ATCC.

3.2 Tipificacidén de las cepas virulentas

Para obtener una evaluacidén de las seis cepas 6, 8, 9,
10, 11 y 7 del psatégeno consideradas las més virulentas se
inocularon plantas de 30 dias de edad de dos cultivares
Tuxpefic v los Dismantes. Se utilizdé un disefio completo =zl
azar con tres repeticiones (2x6x3) méAs un testigo con Tween

20 81 1 %. Se utilizd el método mejorado de Hartmasn vy



Kelman (1873). Para tener un nivel de humedad gimilar al
de las condiciones ambientales de la pudricién del tallo
del maiz, se regaron por aspersién dos veces al dia las
plantas inoculadas. Las observaciones fueron efectuadas a

los 3, 6, 9 vy 12 dias después de la inoculaciédn.

La informacién fue tomada con base en el promedio del
porcentaje de plantas que presentan sintomas de pudricién

por repeticidn.

3.3 Calibraei6tn de técnicas pars evaluaeidn por la

resistencia.

Este ensayo se llevé a cabo en el invernadero del
provecto MIP de CATIE. EL experimento utilizé un disefio
factorial completo al azar (2x3x3x3x3) donde los pardmetros
fueron:

2 = dos cultivares B833 y Tuxpefio.

[<3]
£

tres cepas 8, 9 y 10.

3= tres edades distintas 25, 40 y 50 dias.

L]
1

tres dosis 107, 108 105

W
[§]

tres repeticiones

En esta prueba ls metodologia utilizada para
proporcionar la humedad v la toma de datos son similsares a

los considerados en 3.2. las lecturas de los porcentajes
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de pudricidén se tomaron a los 7 v 12 dias después de 1la

incculacidn.

3.4 Prueba de resistencia de materiales

De acuerdo a los resultados anteriocres de la prueba de
calibrecidén de materiales, fueron inoculadas 10 cultivares
y/0 cultivares de maiz (cuadro 2Z) con un promedio de 10
plantas por cultivar, segun los métodos de pipetec (Hartman
v Kelman, 1873) y de puncién (Victoria, 1877). Se utilizé
un indeculo hecha de wuna mezcla de tres cepas (8, 8 Y 10).
El disefioc utilizado fue en un completo a2l azar con tres
repeticiones llevande como testigos para pipeteo Tween 20

al 1% vy agus destilads estéril pars punciédn.

La metodologia seguida para las observaciones fue

similar a las pruebas anteriores.

3.5 Comprobacidén de métodos de inoculzeién y resistencia

de eunltivares.

De los resultados cbtenides en el ensayo anterior se
propuso ls comprobacién del métodeo de puncién comparado sl
del pipeteo en 8 de las migmas cultivares mencionadss
anteriores a excepcldn de ¥3214. El indeuleo utilizado fue
una mezcla de 5 de las c¢epas originales almacenadas en

aceite mineral donde se observaron 10 plantas por cultivar
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Coadro 2. Cultivares o hibridos de maiz utilizados en 1ls
evaluacibdn de resistencia de materiamles. CATIE.
Julio, 1989.

Nombre Materiales Procedencia
Ticov8s Cultivar CYMMYT*®
Diamantes Cultivar Guépiles
Tuxpeiio Cultivar CYMMYT
EJN-2 Cultivar Guanacaste
Guanani cultivar Guayabo
V833 Hibrido CNP
Haicillo Cultivar Salvador
Across 7728 - CYMHMYT
X3092 Hibrido PIONEER
£3214 - CYMMYT

¥y por cada método. (para la mezcla de las cepas utilizadas

ver el cuadro 1)

3.6 Canpo

3.6.1 Establecimimiento de unsa parcela en el campo.

Para obtener més informacién sobre el desarrollo de la
enfermedad, se instalé una parcela donde hsbis registrado
una alta incidencia de la pudricién del tallo del maiz. En
esta psarcela se empled 1la cultivar Tuxpefio altamente

suceptible a esta enfermedad.

*¥Tomado de Timothy et al {1888)



3.6.1.1 Labores culturales

La siembra fue efectuada en forms
manual en tres fechas a intervalo de diez dias en un
terrenc de 8600 m2 de superficie. El aresa correspondiente s
cada fecha fue rastreada dos dias antes de la siembras. Los
residuos de la cosecha anterior fueron incorporados "in
situ". Un alto grado de estos residuos gorresponden =a
tejidos de plantas afectadas. Estos presentaron en algunos
tratamientos hasta un 90 % de incidencia de ls pudricidn

suave del tallo del maiz. La distancia utilizads fue un 50

cm x 100 cm entre golpes v entre surcos respectivamente.

Con el fin de observar el posible efecto de los
insectos del suelo la parcela fue dividids en dos partes
una de ella recibi6 Lorsban al momento de ls siembra en
cada fecha en una cantidad de 5-10 Kg por hectares. Pars
el control de los insectos foliares se utilizé malathion al
de 37% en una dosis de S8cc/litro a los 15 dias de cada

siembra.

A los 15 dias de cada siembra se coloeé en un
semicirculo aproximadamente & 4 cm de distancia de la base
de las plantas una cantidad de sbone correspondiente a
150Kg/ha de 1la férmuls completa 15-15-15 en cada golpe de
plantas. El control de malezas se realizé en forma manual

a los 20 y 50 dias después de cada siembrs. La plantacidn
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fue regada cinco veces por aspersién debido a la escasez de
l1luvia en los meses de realizacién de este estudio. A
partir de los diez vy ocho dias de cada siembra, para cads
tratamiento, lasg observaciones, se llevaron a cabo
semanalmente en 20 plantas escogidas al azar de los surcos

centrales,

3.6.1.2 Inoculacién

Cuando las plantas, de acuerdo & las
fechas de siembra saleanzaron 25, 35 y 45 diss se
procedieron a inocularles pipeteando 1 ml de suspensién
bacteriana en el cogollo de cada una (Hartmsn y Kelman,
1973). En este trabajo se escogieron del sureco central

cuatro plantas por parcela util (Fig 1.)

3.86.2 Preparacién del indculo

El inb6culo se preparé a partir de lss 12 cepsas
bacterianas mencionadas en las pruebas de patogenicidad
(3.1.3), Ls metodologisa utilizads para la preparacidn del
indeulo ¥y 1la inoculacién fueron ls misma, pero con la sola
diferencia de que en esta ocasién se mezclaron las cepas

por medio de un agitador magnético durante 15 minutos.
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Canino
Estructura de drenaje
- Lorsban + Lorsban
1 2 3 1 2 3
¥ X L S S ¥ XK ® Ok X Xk J‘*
X X ¥ X% X X X K ¥ Xk * kK
¥ ok E S 4 b S ¥ oK b S 4 ¥ X
¥ Xk b I S * X ¥ X ¥ K ¥ %
¥ X% X ok * X X X * Xk X X
- 3 E - 3 X ok X K X K b S
¥ X L S S X X K X ok * %
X X E S 4 X ok ¥ % * Xk ¥ X
X XK b S 3 X ok x K ¥ XK x Kk
E Kk * ok * % K X * K

1, 2, 3 = 25, 35, 45 dias de edad

Figura 1. Arreglo espacial de las parcelas vy tratamientos
en el experimento de campo. La Hontafia, CATIE
Tuarrialba.



El seguimiento de las observaciones zse 1llevé a cabo
sobre las plantas inoculadas y las 10 plantas alrededor de
cada una de ellss, observandose asdem#s 1ls poblacidén  de
insectos que viven en el cogollo de la poblacién de 1las

plantas mencionadas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSTON

4.1 Diagnosis de 1s puadricion del tallo del maiz,
4.1.1 Sintomas.

La enfermedad observads en la finca
experimental de CATIE en Turrialba, presenta uns pudricién
Suave humeda, ligeramente cafe, del cogolle a nivel del
cuarto o gquinto entrenudo. Estas afecciones suspenden lsa
comunicacién entre los tejidos conductores de 1g parte
inferior y superior de 1la planta por desintegracion de 1a
médula, Lo que resulta en una clorosis de 1las hojas
superiores acompafiada de coloracidn plirpurea de las
margenes seguido de un marchitamiento. En este estado al
halar la parte superior del tallo todo el wverticilo se
desprende facilmente. Las plantas sanas se pueden
distinguir de las enfermas por el olor desagradable de la

pudricién en una etapa avanzads.

El diagnéstico bsasado solamente sobre sintomas puede
inducir a errores y no es suficiente para definir 1a causa
de una enfermedad; Lelliot y Stead, (1988) describen que
grandes cantidades de patégenos pueden producir sintomas de
pudricidén suave del tallo, entre ellos se destacan los

géneros bacteriales Erwiniag s5pp, Pseudomonas spp,
Flavobacterium sp Clogggigigm sSpp asimismo patdgenos
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fungosos como Fusarium meoniliforme.

Los sintomas observados fueron similares con aguellos
descritos en maiz por Victoria et al (1975) en Colombia,
Ark (1840); Boewe (1949); Hoppe v Kelman (1969); Kelman et
al (18387); en Los Estados Unidos Voleani (1981); en Israel
Rosen (192B8); Stanley <y Orton (1932); Rangarajan vy

Chakravarti (1871); Sabet (1954); Sabet et al (1864).

Estos autores encontraron que los agentes causales de
esas pudriciones suaves eran E. dissolvens Rosen Burkolder

(syn) de Pseudomonas dissolvens; E. carotovors pv gzese

(Sabet) (syn) E chrysanthemi pv zese (Ssbet) Victoria,

Arboleda y Mufioz.

Los sintomas observados muestran una gran afinidad con
las bacterias del grupo de pudricién suave, al cusal
pertenece el agente causal de la pudricién suave del tallo

del maiz.

4.1.2 Caracterizacidén preliminar de los aislamientos.

De las muestras colectadas durante este estudio
' otras hechas con anterioridad se obtuvieron 12
aislamientos bacterisles v dos fungosos que se
identificaron de acuerdo al cultivar, su procedencia vy

época de recoleccién (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Aislamientos de las bacterias utilizadas en este
estudio de acuerdo a su procedencia su fecha de
coleccion, variedad vy cédigo asignado al

aislamiento.
Cédigo Variedad Procedencia Fecha
1 Tuxpefio La Montaifia Oect. 1988
2 Tuxperio La Montaiia Oct. 1988
3 Tuxpefio La Montafia Oct. 1988
4 Ticov7 La Montafia Mar., 1887
5 TicovB La Montarig Mar. 1987
& Diamantes La Hontana Agt. 1988
7 Bomba aspersora La Montafiag Agt. 1988
8 E.J.N. % La Montafia Agt. 1988
g Tuxpefio La Montafia Oet. 1988
10 Tuxpefio La Montafia Oct. 1988
11 Tuxpefio La Montaiia Oct. 1988
12 Tuxpefic La Montafia Oct. 1988

Los crecimientos bacterianos en YDC dan colonias
cremas y cambian de color en el medio MS de verde a

amarillo, asimismo todas son gram negativas.

Segun el procedimientc comtin de identificacién inicial
descrito por Schaad (1980), con base en las caracteristicas
de las colonias en el medio YDC ,HS y prueba de gram, las
cepas bacterianas aisladas del tallo del maiz pertenecen al

género Erwinia. A pesar gque la identificacién de una

bacteria no puede estar basada solamente en estas pruebas,

*¥Enrique Jiménez Nifiez
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sl eonstituyen un paso preliminar muy significative en la

identificacién del patodgeno.

Los aislamientos de hongos en el medic agar agua y PDA
dan un crecimiento micelial abundante de color rosado y el
cusal cuando se exsminéd al micréscopio presenta conidios

carscteristicos de Fussrium sp.

4.1.3 Prueba de patogenicidad.

En condiciones dptimas de humedad y de
temperatura, durante toda la prueba, los sintomas de la
enfermedad en la cultivar Tuxpefic se obtuvieron entre los
3-8 dias de la inoculacién con los aislamientos bacteriales

(Cuadro 4).

Asimismo cuando las plantas fueron colocadas en el
invernadero, en el cual se suministrdé condiciones de cémarsa
hiimeda por 16 horas, vy dos riegos diarios, todas las cepas
usadas también fueron patogénicas al cultivar Diamantes

{Cuadro 5).
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Cuadro 4. Patogenicidad de doce aislamientos bacteriales
en 1= variedad Tuxpefio v porcentaje ) de
incidencia de la pudricidén del tallo del maiz a
los 3, 6 y 9 dias de la inoculacibn, en
condiciones de céamara himeda miés humidificador.
Dias después de la inoculsacidn
Cepas 0 A mmme e e s
3 8 g
1 0 75 100
2 0 B6 100
3 0 50 100
4 0 100 100
S Q 656 100
B 60 66 100
7 100 160 100
B 75 100 . 100
g 80 100 100
10 75 100 100
11 50 100
1z 0 50 100
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Cuadro 5. Patégenicidad de doee aislamientos bacteriales
en la variedad Diamantes de acuerdo al
porcentaje de incidencia de 1la pudricién del
tallo del maiz a los 3, 6 y 89 dias de 1la
inoculacidn*

Dias después de la inocculacidn

Cepas 0 —oo oo s s oo oo s oo

3 B g
1 0 15353 100
3 0 50 100
4 0 34 100
5 0 G 100
5] 0 686 100
7 100 100 100
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Cuadro 5a. Presencia de sintomas de pudricién del tallo en
plantas de maiz var. Tuxpefio Inoculadas con
aislamientos hacteriales procedentes de wvarios

hospederos.
Cepas ~ Presencia
Erwinia sp. (malz) +
E. garatovora (chile) +
E. chry=santhemi (chile) +
E. flunrescens (chile) +
Klebsiellsa sp. +

Escherichi 13 _

4.1.4 Identificacitn de las cepas aisladas a partir

de la pudriecitn del taillo del maiz.

En la identificacién y caracterigacion se did
enfasis a las cepas consideradas mds virulentas en las
pruebas de patogenicidad en condicidén oéptima de humedad vy
de temperatura para desarrollo de las bacterias. En otras
cepas tales como 1, 2, 3, 4 v 5 se hicieron las pruebas

necesarias para comprobar su identidad (Cuadros 6a y Bb).

De acuerdo a las pruebas preliminares realizadas en el
laboratorio, todas 1las cepas pertenecen a la familia

Enterobacteriaceae.



foadro ba. Laracterisiicas de las cepas aisiadas de la pudricién del talle del mai:z
CATIE, Turrialba €esta Rica, 1969

LEPAS
pruebas H 2 3 4 3 b 7 g 9 tn 11 iz
foraas gire cire cire Lire circ cirg cirg g sire Cire c rire
pordes enk ent ent erit et ent ent en ent &1 ant ant
flevarcibn con con £on £on £on con con con ron con Con con
K + + + t t 3 + + + + 4 ;
frag - - - - - - - - - - - -
fovilidad + + + + H + + + + + + +
Pigeento - - - - - - - - - - - -
tFe + + + + + + + + + + + +
Fiagelos peri peri pari peri pari peri peri peri peri peri peri pari
Palipectato
i3 + + + + + + + + + + + +
bxidasa - - - - - - - - - - - -
Latalasa + + + + + + + + + 4 + +
kitratos + + + + + + + + 5 N : :
Indol - - - - - - - - - - - -
Levan - - - - - - - - - -
Papa + - - - - - - - - -
Fenilzlanina - - - - - - - - - - - -
Bplatina - + - - - - - - - - .
Rojo de aetile + + + - - + -
Voges Progkauer 4 + - + - + - - s q s 4
Ureasa - + - - + + - _ : - . s
Hall 3 + + + + + + +
freciriento & 36al + + + * + + 3 + -
Prodeccion de H2S + + t + " + 4 +
Msiéﬂn - - - - - - +
Ingsital - + - + - - - ' + +
Serbitnl + + 3 + + + + + +
Kaitol + + + + + + + + +
Fractess s . "
Bas glucosa + - - H - + s
Hanpsa + + + + 4 :
Ragnosa # t + 3 - + + + '
tartosa - - - - - - - 4 . ;
felibinsa + - . .
falicina + 4 - + + + 4 + 4 .
Sacarosg + + + + ¥ 4 + +
Ratinasa + 4 : 4 ' + '
Arabingsa + + +
Kiltosa + $ +
lilosa + + +

= reaccitn positiva
T = reaccidn negativa
1= dudnsas



Cuadro &b. Caracterizacitn de las cepas reaisladas de 13 pudricitn del tallo del saiz
de la MontaRa. Turrialba, Costa Rica,

CEFAS
Prucha ir ar ir ir ir Bt 7r Br 9r 1hr Lir
forgas circ cire rirg rirc cirg cire cire rire cire cire gire
Bardes ent ent gnt grt ent gnt ent ent ant ent ent
flavagion con £on Lon con con con con cod con £on con
ik + + + ¥ + + + t + + +
Grae - - - - - - - - - - -
#ovilidad t t + + * + + + 3 + +
Pigaento - - - - - - - - . _ _
[FE + + + + + + + + ¥ + +
Flagelos peri peri peri geri peri pari per peri peri pari peri
Paiipectate -
0 + + + + + + + + + + %
(xydasa - - - - - - _ . ~ . _
(ztalasa + + + + 3 + ¥ + ¥ +
Hitratos + + + + + + + + n
Irdol - - - - - - -
Levan - - - - - - -
Papa -
Fenilalanina - - - - - - -
gelatina - + - - 4 -
Roje de metilo + t + - - +
Voges Proskauer - + - 3 - - + - "
lireasa - - - + + - + + - -
haCl 5% + + + + ¥ +
Crecimierto 2 34al + + + + + + + +
Froduccidn de H2S + + + + ¥ +
Ataidon - - - - - -
Inositol - - + - - - 4 +
Sorbitel + + + % + + +
anitol + + + : : + s
Frurtosa + + + + + 3
fas glurosa 4 - - - + : N
Manosa + + 3 + .
Ragnesa % + - + 4 N +
Lattosa + - - - + + .
felibinsa + - . -
Sﬂii[iﬂ& b + 4 . + +
Sacarpsa + + + + 1 ' +
Rafinosa + + + 5 ' s s
frahinosa - . + s
faltnsa + + + +
filnsa + % +

= reaccion positiva
T * reaccion negativa
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El estudio de reacciones fisioclégicas y bioguimicas
realizado en el laboratorio de Microbioclogia de 1la UCR
comprobd este resultado preliminar y determind que 11 de
las 12 cepas pertenecian al género Erwipia verificado por
medio de la tabla del Manual Bergey s , (1982) vy las cepas

de referencia obtenidas de la ATCC.

Las cepas resultantes de los aislamientos a partir de
las muestrss del campo y las reaisladas a partir de las
plantas con sintomas de pudricién suave en la prueba de
patogenicidad fueron muy similares (Cuadro 7) con lo cual
se cumplen los postulados de Koch para la patogenicidad de

los 12 aislamientos aislados.

Cuadro 7. Correlacidn de las cepas reaisladaz de 1la
pudricion tallo del maiz con las cepas
originales. Turrialba, 1989.

Cepas N® de pruebas Correlacidén con las
cepas originales

1r 13 1,00

Zr 12 1,00
3r 25 0,82
4r 11 1,00
or 11 1,00
Br 37 1,00
7r 34 0,97
8r 24 1,00
Sr 37 0,95
10r 35 1,00

1ir 34 0,84
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Segun Colwell et al, (1968) reportado por Victoria et
al, (1875), el "Indice de Similitud" es consistente para
separar las bacterias, porgque se calcula a partir de las
caracteristicas negativas vy positivas presentadas entre
ellas. Los Cuadro 7 y 7a muesiran este "Indice de
Similitud” tanto para los aislamientos originales como para
los reaislamientos.

Cuadro 7a. Identificacién de las cepas aisladas de tejidos
con pudricién de tallo de maiz vy de una muestra

de agua de una bomba aspersora de acuerdo a su
“Indice de Similitud"

Cepas Familia Género sp. Niamero de Coeficiente
Pruebas Similitud
+ - Tot
1 Enterobacteriaceas Erwinia sp i5 0 15 1,00
2 " " 15 0 15 0,94
3 " " 25 i 26 0,96
4 B " 28 1 29 0,96
5 ! —
B " " 37 0 37 1,00
7 " " 32 2 34 0,94
8 " " 24 0 24 1,00
g " " 35 2 37 0,985
i0 " " 33 2 35 0,84
11 " ) 23 2 25 0,92

= reacciones no similares
+z= reacciones iguales

Con base en estos resultados 1las bacterias de 1la

pudricion del maiz aleanzan un “Indice de Similitud”
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superior & 0,92 con especies del grupo carotovora vy

amylovora tales comoc E garotovera, E nigrifluens, E.

rubrifasciens v E oypripedii.

Este grupo de Erwinia tiene en comin la actividad
pectolitica, aunque algunas en menos grado gque otras; por
ejemplo en el medio de Behara (1968) utilizado en esta
identificacidn solo puede ser detectada esta actividad para
las especies E. garotovora v E. rubrifasciens, mientras
que en otros medios mas sensibles tales como Hildebrand,
(1871) estas cuatro especlies muestran actividad
pectolitica. Por otra parte, estas bacterias estan
asociadas a pudricidén en diferentes organos y especies de
plantas (Bergey's 1982). E. carotovorsa es la especie mas
comin de las cuatro tanto en problemas de pudricién suave
en plantas (Fahy y Persley 1883) como en pudricién suave

del tallo del maiz (Sabet 1964; Hoppe y Kelman 1969)

Por la morfologia de los aislamientos E. stewsrtii
especle que se ha asociado a esta enfermedad en el trépico
himedo costarricense (Guevarra, 1988) vy especialmente en
"La Montafla "se descartd totalmente eomo agente causal de
la pudricién del tallo debido a que esta especie es la
unica del género Erwinia que no es movil ¥ no tiene
flagelos; lo cual no esta de acuerdo a los resultados

presentados en los Cuadros Ba vy Bb donde todas tienen
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flagelos peritricos v son moviles.

Segun Kado et al (1972) las pruebas cléasicas de
identificacion son a menudo dificiles de interpretar. Los
fendtipos simples vy variables cambian dependiendo del
ampiente en el cual la bacteria se ha desarrollado vy
reflejan una pequefia porciéon del genome bacterianoc. Par 1o
tanto, es necesario confirmar los resultados obtenidos
mediante una prueba de acido grasos o DNA (DE Boer vy

Sasser, 1986)

4.2 Resultados de comportamiento de 7 cepas

Los resultados se aprecian en el analisis de varianza
del Cuadro B donde se ve una diferencia altamente
significativa entre las cepas aisladas al 5% y también

entre las diferentes fechas de lectura.

La comparacion de medias de tratamientos o cepas se

aprecia en el Cuadro 9

lLas cultivares utilizados en este experimento desde el
punto de vista estadistico son iguales a pesar que la
cultivar Diamantes colocado en las mismas condiciones sufre

mas daffos que el cultivar Tuxpefo.



Cuadro 8. Analisis

varianza

58

porcentaje de
incidencia de pudricidn bacteriana del tallo del

maiz por cepa. CATIE, Turriaiba, Costa Rica.
1989
F.V. G.L. 5.C. C.M. F.C
Var 1 0,0018 0,0018 0,02 NS
Cepas 7 41,51 5,93 091,79 XX
Cepas X Var 7 1,93 0,28 2,42
Rep (cepa) Error (a) 1& 4,51 0,28 2,886 NS
Lect. 3 10,63 3,54 30,97 %xx
Var % Lec 3 C,29 0,09 6,87 NS
Cepas % Lec Z21 &,9 0,33 2,87 Xxx
Cepas X Var ¥ lec 21 2,13 0,10 0,89 NS
Error (D) 112 12,82 0,11
Total 191 80,76

C.V.= 37,1025
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Cuadro 9. Diferencias en la prueba de Duncan para el
porcentaje de incidencia de la pudricion del
tallo del maiz de acuerdo a las cepas. CATIE,

1989.
Medias
——————————————————————————————————— GrupoX
Cepas Transformadas Na transformadas
7 1,43 21,95 &}
& 1,39 Fi1,66 AB
? 1,17 76,45 B
10 1,09 70,83 B
i1 1,06 70,16 C
B 0,469 44,45 c
iz 0,44 28,6646 D
Testigo 0 ¢)

¥Las medias con la misma letra no son significativamente
diferentes al 5 %
De acuerdo al porcentaje de incidencia la prueba de Duncan
presentada en el Cuadro 9 indican que las cepas son muy
diferentes. Un estudio detallado de cada cepa en cada
fecha indica Que Sse diferencian entre ellas en Su
virulencia para atacar el maiz porque una ataca mas rapido
que atra a pesar de que a los doce dias todos han liegado a
dar una incidencia promedia arviba de un BO% (Cuadro 10}

Este Cuadro hace resaltar 1la importancia de la cepa 7

identificada como E£. rubrifaciens aislada de la baomba
aspersora vy su virulencia para atacar al maiz. Este

comportamiento se expresa en la figura 2 donde la cepa 7 es

es mas eficiente que las cepas 9, 10 y 11. Hay que notar



Cuadro 10.

=18)

Diferencias entre lecturas de la incidencia de

la pudricion del talle del malz a los 3, &, 92,
12 dias.
Cepas
Dias de o~
lectura & 7 8 G 10 11 12
30,66 87,33 o 43 30,66 38,16 13,33
79 73,3 25 B2 79 70,33 14,5
83,3 23,3 6945 70,33 83,33 B0,33 34,5
10 B7,5 93,3 83,33 90,33 87,5 94,5 45, 66
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Fig 2. Avance de la incidencia de la pudricién del tallo de
ZEA MAYS a los 3, 6, 9 y 12 dias de inoculacion de
acuerdo & la virulencia de las cepas utilirzadas.

CATIE, 1989.



sin embargo que las condiciones en las cuales se ha
realizade £l eneayn no son uniformes. Se ha observado que
la luz incidente en una wmisma mesa tiene un  patraon
diferente si se trata del borde al centro o hacia adelante
de la mesa y tambiém segun gue las plantas se han colocados
en posicion distintas del invernadero. Se ha notado que en
las condiciones normales del invernadero la humedad es muy
baja, y constituye un factor limitante en 1la expresiog de
la enfermedad tal como lo indican Anilkumar y Chakravarti,

(1971)3; Hartman y Kelman, (1273); Prassad y Sinha, (1977).

4.3 Prueba de estandarizacion de los factores edad, dosis

para evaluacion de la resistencia.

Hay una diferencia altamente significativa entre las
diferentes dosis utilizadas entre las cepas utilizadas y la

edad por cepas y por dosis {Cuadro 11).

El analisis de Duncan indicod que bajo las condiciones
del ensayo la dosis del inoculo fue muy importante en el
desarrollo de la enfermedad (Cuadro 12 y 13 y las graficas

Iy 4).

Estos resultados da base para sospechar que estas
bacterias estan presentes en la planta como eplfitas,
muchas de las cuales han sido descritos (Blakeman, 1985

Cook y Baker, 1983) que describen a ciertas bacterias

&2



Cuadro 11.

finalisis de varianza del porcentaje de
incidencia de pudricién bacteriana del tallo
del maiz segin la edad, la cepa y la dosis del
patogeno. CATIE, Turrialba, Costa Rica, 1989.

&3

F.v. G.L. S5.C. .M. F.C

Var 1 00,0026 0,00286 0,02 NS
Edad 2 0,63 0,315 1,82 NS
Var ¥ Edad 2 0,97 0,485 2,84 NS
Dosis 3 31,40 ?,44 60,65 X%
Var ¥ dosis 2 0,29 0,14 0,79 NS
Edad % dosis 4 1,13 0,28 1,36 NS
Var X edad ¥ dosis & 0,78 0,13 0,76 NS
Cepas 2 1,07 0,535 3,13 X%
Cepas ¥ Var 2 0,91 0,455 2,65 NS
Edad ¥ Cepa 4 2,7% Q,7C 4,00 X%
Trat % Dosis 4 ¢, 40 0,10 0,36 NG
VarkEdad¥CepasxDosis 24 4,35 0,18 1,00 NS
Error 120 20,70 0,17

Total 179 65,50

¥= P>F= < 0,01 C.V.= 103,4}
¥%¥= P>F= < 0,05

Cuadro 1i2.

Prueba de Duncan para el efecto de dosis en el
porcentaje de incidencia de ila pudricion del
tallo del maiz. CATIE. Turrialba, Costa Rica.
1989.

Medias
Dosis No transformadas Grupox
10® &b, 38 A
107 13,87 B
10= 5,55 BC

¥lLas medias
diferentes

con la misma letra nmo son significativamente
al S %.



Cuadro 13. Prueba de Duncan para el efecto de edades en el
porcentaje de incidencia de la pudricionp del

tallo del maliz. CATIE. Turrialba, Costa Rica.

&4

1989.

Edades Medias Grupok
30 diags 31,37 A
40 dias 23,23 A
5C dias 22,76

¥Las medias con la misma letra no son significativamente
diferentes al 5 %.

como organismos residentes de la filosfera. Estas
bacterias posiblemente atacan a la planta cuando ellas
estan en wuna alta concentraciédn en el cogollo y existen
condiciones adecuadas de humedad y de temperatura. Esto se
hace mas critico cuando existen sustancias que facilitan la
penetracion de la bacteria hasta los tejidos meristematicas

de la planta.

En condiciones de campo cuando se asperjan plaguicidas

con surfactantes hay un aumento de la enfermedad.

A pesar de que el analisis de varianza indico que no
existe diferencia significativa entre las edades, la media
de incidencia més alta corresponde a los 30 dias de edad.
Lo que esta de acuerdo con la presencia de las epidemias de
1986 y 1988 donde la edad mas critica estuvo entre los 20 v

30 dias ver seccion analisis de resul tados de Campo.
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Un analisis mas detallado a partir de los promedios de
datos en cada edad vy dosis del patégeno para cada cepa vy
cada variedad se puede observar a partir de las graficas 5-
10 donde se puede observar que la bacteria causa dafo a
cualquier sdad pero ocurid gue en la dosis mas alta se
registro la incidencia mas alta. A pesar de gue hay una
diferencia significativa entre las cepas utilizadas se
observo que siempre que la dosis mas alta del patogeno
provoca una  incidencia mas alta en  la poblacion de las
plantas mds Jjovenes. Este estudio encontra lo mencionado
por Victoria et al (1973) scbre la bacteria de pudricion
suave en observado en Colombia gue la Bacteria ataca el
maiz a cualquier edad y resalta el problema que ha sucedido
en L.a Montafa durante los afos anteriores; la cantidad de
indculo inicial aumentada por las condiciones climaticas
favorables presentes permiten un gran atagque en las

plantaciones de maiz de 20~40 dias de edad.

4.4 Evaluacidon de la resistencia de materiales.

El analisis de varianza de esta prueba indica que no
existe diferencia significativa entre los cultivares

(Cuadro 14).

&7
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Cuadro 14. Analjcgis de varianza del porcentaje de
incidencia de pudricion bacteriana del tallo
del maiz segun la resistencia de cultivares.
CATIE. Turrialba, Costa Rica. 1989.

74

F.V. G.L. 5.C. C.M. F.C.

MET 1 17,56 17,56 151,76 XX
VAR 9 4,10 0,45 3,95 X
VAR X MET 9 5,27 0,58 5,06 XX
ERROR 100 11,57 0,12

TOTAL 119 38,51

X P>F= <0,01- C.V.= 82,06

XXP>F= <0,05

Sin embarge, la prueba de Duncan para el efecto entre
los cultivares muestra que los cultivares son diferentes.

(Cuadro 13, figura 1i1).

Cuadro 15. Prueba de Duncan para el efecto de cultivares
en el porcentaje de incidencia de la pudricidn
del tallo del maiz. CATIE. Turrialba, Costa
Rica. 1989.

Medias

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ GrupoX
Lultivares Transformadas - No transformadas
Tico V7 0,468 44,5 A
Tuxpefio 0,65 41,66 AB
E.J.N. 0,55 36,14 ABC
Maicillo 0,55 30,5 ABL
X3092 0,42 27,83 ABCD
Guanani 0,40 22,16 ABCDE
Diamantes 0,34 19,33 BCDE
B8B33 0,33 15,33 CbE
ACROSS 7728 0,13 8,33 DE
X 3214 0,10 2,3 E

¥Las medias con la misma letra no son significativamente
diferentes al 5 %.
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En orden creciente en suceptibilidad los cultivares se
pueden clasificar: Tico V7 y Tuxpefo, EJIJN y maicillo, Acro
y Buanani, Diamantes y B833, X3092 y X3214. De wun lado
estas diferencias puede explicarse por el hecho gue los
cultivares tienen diferentes niveles de resistencia. Por
otra parte la resistencia-suceptibilidad no es la expresién
solamente del patégeno o de la planta sino que es
constituida por la interaccion de estos factores mas las
condiciones ambientales (Agrios, (1985), las cuales en este

experimento no fueron ideales para humedad y luminosidad.

Se ha observado también que dentro de un mismo

cultivar existe gran diferencia. Lo que es comdn en maiz
por ser una planta alogama. Los cultivares locales vy
mejorados son todos productos de cruces naturales o

artificiales , lo que resulta de una amplia variabilidad

genética.
Las metodologias de inoculacion =Taly] altamente
significativas al 5% (Cuadros 14 - 14&).

La metodologia de puncibn presenta ciertos problemas
en cuanto a la llegada de la bacteria a los tejidos
suceptibles de la planta, tal como el punto apical lo cual
es muy importante para el desarrollo del patégeno. FPor lo
mencionado anteriormente a cerca del crecimiento desiqual

en esas condiciones el apice de plantas de maiz de una
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Cuadro 1é6. Prueba de Duncan para el efecto de mé&todo de
inoculaciétn en el porcentaje de incidencia de
la pudricion del tallo del maiz. CATIE.

Turrialba, Costa Rica. 198%.

Medias Grupox

Métodos transformadas no transformadas
Pipeteo 0,79 50,26
Funcidn 0,03 2,23 B

misma edad puede estar a un nivel diferente del suelo, lo
que implica que la bacteria no entra en contacto con los

tejidos mas susceptibles.

La comprobacion de la resistencia y de la metodologia
de inoculacibdn muestran una diferencia netamente
significativa entre los dos métodos. Para el método por
pipeta no se encontrd diferencia entre los 10 ctultivares;
todas presentaron una incidencia de 100 % a los 8 dias de
la inoculacién. En el método por puncion solamente los
cultivares Tuxpefo, Diamantes y 1la B833 nuestran una
suceptibilidad (Cuadro 17, Fig 12). Esos expresan  la
comprobacién de resistencia de los cultivares Y los métodos

de inoculacién.

A pesar de los resultados obtenidos de los dos métodos
de inoculacibn con respecto a la resistencia no se pudo

definir el nivel de resistencia de los cultivares
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evaluados. es necesario estudiar sus sintomas al nivel del
campo y los rendimientos en granos obtenidas cuando se
presento la enfermedad bajo condiciones artificiales de
inoculacidn. Ademas para demostrar si la planta tiene
resistencia al patdgeno es necesario la evaluacion de los
compuestos fendlicos inhibidores de ciertas cepas de la

bacteria en el maiz (Lacy et al, 1979; Hartman et al,

1973) .



Cuadre 17. CLomprobzciotn de dos métodos de imoculacién en la resistencia de
¥ cultivares al patfgenc de la pudricién del tallo de lea mays L

ales 3, 6y 8 dias después de la inaculacidn,

pipetao Punciba
Variedades J dias b dias B dias Y dias b dias B dias
V7 100 160 1oc & 0 i
Diay 72 72 77 0 ] &0
ve33 100 100 106 { 0 38
GUAN 75 13 Vbl il 0 0
EdN 100 100 160 8 0 0
13214 bt bé bb i 0 i7
T 100 186 160 i 0 2
ALRED 100 166 100 0 9 29
13092 fg 88 8 0 1] 2
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Este ensayo de metodologia de inoculacién aporta una
explicacidon muy importante en la farma de penetracion de la
bacteria v la respuesta de la planta al nivel de indculo.
Con referencia a los trabajos anteriores efectuados sobre
la pudricion del tallo del maiz el método de inoculacién
por puncion tiene resultados variables, {Sabet, 12954);
Hingorani et al, 1939; Sabet, 1954; Hoppe y Kelman, 19469
Kelman et al, 1957; Rangarajan y Chakravarti, 19713 Sabet
et al, 1944; Zachos et al, 1963; Hartman y Kelman, 1973).
Con base en los resultados y las referencias de trabajos
efectuados en eficiencia de diferentes meé todos de
inoculacion, (Bartz, 1981); Forster vy Echandi, 1973) se
puede afirmar que la diferencia se debe a gque en el método
de inoculacion por puncion la probabilidad de la bacteria
para entrar en contacto con la superficie de tejidos
suceptibles es menor gque en el método de inoculacion con la

pipeta.

Hartman y Kelman (1973) reportaron que el método de
inoculacion por pipeta es mas eficiente para la penetracion
de la bacteria a traves de los tejidos jovenes. También
encontraron gue el Tween 20 ayuda a la penetracién porgue
baja la tensidn superficial de la suspensiéon bacteriana y
ademas se ha observado en 1los testigos manchas que

atestigua la presencia del producto.
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4.5 Resultados del ensayo preliminar de campo para la

observacién de la pudricién del tallo del maiz

No hubo infecciones naturales a pesar de la
incorporaciéon de los residuos de las plantas afectadas con
pudricion suave en la cosecha anterior. Las condiciones
ambientales en las cuales se realiz¢ el experimento fueron
muy diferentes de aquellas en las cuales se han registirado
las epidemias de esta enfermedad. Si se compara la é&poca
de desarrollo epidémico de la pudricion del tallo del maiz
en los affos 1986 y 1988 se podria observar gue ellos tienen
un promedio de temperatura vy precipitacien diferente a la
del periodo de este experimento enero-marzo de 1989 figuras
(13 v 14). Luando se comparan los meses de epidemia de

1988, Julio a Setiembre, vy la de 1986 mayo-julio, con los

del ensayo, la temperatura es netamente diferente Yy es
superior al del intervalo enero a marzo 1989, en 2.2 v 2.4
gradosolC respectivamente. El promedio mensual de la

precipitacion, para la época del experimento, fue inferior

a la de 1988 (250 mm) y 1986 (150 mm).

En cuanto a la humedad relativa (figura 15) no existe
diferencia entre los distintos y los promedios anuales

fluctuan entre 83-85%.

Saxena y Lal (1984) indican que para obtener un

desarrollo epidémico de la pudricién del tallo del maiz es
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necesario alta precipitacion vy temperatura. Esta
enfermedad se desarrolla en Turrialba bajo condiciones

similares.

Tambien se puede apuntar, de acuerdo a Anilkumar Y

Chakravarti (1971)3; Hartman y Kelman (1973); Prassad vy
Sinha (1977), que la supervivencia del patdgeno y su
diseminacidn estuvé limitada por esos factores

meteorologicos enfatizados anteriormente.

4.1.5 Resultados de la inoculacién en el campo

La inoculacidén en el campo fue positiva y los
sintomas se observaron a los quince dias después de una
lluvia y dos irrigaciones por aspersién. Estos resultados
canfirman los dos ensayos anteriores y enfatizan que 1los
factores climaticos influyen sobre el desarrollo de 1la
pudricion del tallo del maiz. Estos resultados concuerdan
cton los analizados por Perombolon y Kelman, (1980) que
afirman que la temperatura se constituye en el factor mas
importante en el desarrollo de la pudricion suave. Lo
anterior se ha observado en el caso de otros cultivos
(Berger, 1977) e indica que a una temperatura inferior a 15
grados centigrados (ver Cuadro Al) muchos tipos de
microorganismos pueden incrementarse a una tasa elevada vy

desplazar al grupo E. carotovora.

86



4.1.6 {bservacion de los insectos

Los insectos observados en el cogollio de las
plantas inoculadas se pueden apreciar en el Cuadro 18. La
no presencia en este ensayo de insectos capaces de
diseminar la bacteria no excluye que bajo otras condiciones
climaticas se observen insectos aque ayuden la diseminacion
de la bacteria. 5in embargo, las observaciones de las
plantas cercanas a estas indican que la bacteria de la
pudricion suave del tallo del maiz en Turrialba no esta
relacionada con  los insectos encontrados. Esto nos indica
que el patogeno tiene las caracteristicas de atacar el maiz
en forma similar a la descrita por Hartman y Kelman (1973)

con la bacteria del verticilo.
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5. DISCUSIONES BGENERALES Y CONCLUSIONES

9.1 Diagnotico de la de la pudricidn del tallo del! mai:z.

Da acuerdo a los estudios realizados saobre
sintomatologia, la identificacidn, la caracterizacion de
los aislamientos vy la comprobaciton de los postulados de
Koch, la pudricidn del tallo del maiz en condiciones de
Turrialba es causada por especies bacteriales del genero
Erwinig donde se destacan E. carotovora, E. chrysanthemi,

E. cypripedii, E. nigrifluens vy E. rubrifasciens lo cual

concuerdan en parte con diversos autores gue han llegado a
identificar a este grupo de especies bacteriales como
causantes de problemas semejantes en otras zonas {(Sabet,
19543 Victoria, 1973). Los resultados logrados muestran
que la enfermedad tiene baja especificidad va que se probo
que diversas especieé de Erwinia y aun géneros diferentes a

este como Pseudomonas vy Klebsiella pueden causar los

mismos sintomas de la enfermedad.

Asimismo para que se dé la enfermedad es necesario que
la bacteria esta en alta concentracion en el cogollo de la
planta, que exista condiciones adecuadas de humedad vy
temperatura y que exista algun agente que rompe la tensién
superficial del agua facilitandole 1la penetracidn de 1la

bacteria en los tejidos meristematicos o recién formados.
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Debido a los resultados obtenidos con Klebsiella en
este experimento y a los datos citados por Waldee, (19245)

con Enterobacter cgloacae que también induce 1la pudricion

del tallo del maiz es necesario realizar una revision de
las enterobacteriaceas que atacan a las plantas, ya que se
ha asumido que solo el género Erwinia sp es el agente
causal (Schaad, 1980). Asimismo los resultados confirman
lo dicho por diversos autores (Dye, 1968; Lelliot y Stead,

1982).

5in embargo no toda Erwinia que produce pudricién
suave pertenece al grupo carotovora. La caracterizacion y
la identificacidén de la bacteria a nivel de laboratorio por
métodos clasicos y el c¢alculo de un coeficiente de
similitud a partir de los resultados encontrados nos 1leva
a una aproximacion mas precisa sobre la npaturaleza del
patbgeno, lo gque se incluye en el grupo carotovora vy
amylovora. Los resultados de este trabajo descartan por
completo la asociacién de la pudricién con E. stewartii el
cual habia sido mencionado (Guevarra, 1988) como el
principal agente sospechoso de causar la enfermedad anteés
de iniciar este trabajo; asimismo el posible papel de

Fusarium moniliforme se descartd debido a que no fue

posible aislarlo a partir de los materiales infectados ¥
que los aislamientos bacteriales por si solos son capaces

de inducir los sintomas similares observados en el campo
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9.2 Interaccion planta-patageno.

Los ensayos realizados sobre la relaciéon planta-
patogeno demostraron que 21 desarrollo de la enfermedad es
favorecido por un nivel de indculo alto. Y cuando las
plantas de malz son  jovenes se ﬁota que la incidencia es

directamente proporcional a la dosis.

Los resultados de la resistencia de los cultivares y
los meétodos de inoculaciéon  indican que para que exista la
enfermedad es necesario que la bacteria llega hasta el
meristemo o tejidos cercanos y se reproduzca en grandes
cantidades. Muestra de ello es el éxito del método de
inoculacion por pipeta, va gue la adicion de un surfactantse
{Tween 20) permitid la llegada de la bacteria en una alta
concentracion a los puntos meristematicos por el embudo

matural del cogolio de la planta.

For lo que concierne a las bacterias en general, el
agua constituye un agente abiotico de diseminacion muy
importante. La pudricién suave en general y especialmente
en malz es mas critica (Hoppe vy Kelman, 176%); Kelman et
al, 1957) bajo condiciones de riego por aspersion Que por
gravedad. En el ejemplo de la pudricién suave del tallo
del maiz en Turrialba se observé la importancia del agua en
la diseminacion y el desarrollo de la enfermedad. De

acuerdo a estudios anteriores realizados con este factor en
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relacion al grupo carotovara o especificamente Erwinia
carotovora (Maddox et al 1988); Harrison et al 1987), se ha

determinado su presencia en la superficie de rios y agua de

superficie.

En el caso particular se logré aislar E. rubrifasciens
a partir del agua pasada de 1la bomba aspersora que
constituye 1la cepa mas virulenta de los aislamientos
utilizados ya que este agua proviene de un rig pegueha vy
casi estancado. Por otra parte debido a que en las
aspersiones de plaguicidas corrientemente =1 agrega
humectante y surfactante, &1 uso de esta solucién permite
el distribuir vy aumentar el indculoc de la enfermedad a
través de la plantacian. Este intculo va a sobrevir
epifiticamente en el cogollo de la planta en espera que los
factores de clima, edad de la planta y concentraciorn de las

bacterias sean adecuados para comenzar a atacar la planta

de maiz

@2



Lon base en estos resultados se puede considerar que el
patiégeno no  fue transmitido por un  insecto, la bacteria
sobrevive en 1los residuos infectados de hospederas en el
suelo, cuando se siembra el malz gana el cogollo de las
plantas jdvenes por sdlpigue o por el riego por aspersibn o
mediante las aplicaciones de agroguimicos y se reproduce
cuando las condiciones ambientales son favmrabiest En los
tiempos lluviosvs los aplicaciecnes de plaguicidas con
adjuventes o surfactantes constituye un factor muy
importante en la diseminacion vy de la penetracion de la

bacteria en los tejidos jovenes del tallo.

9.3 Interaccion—-ambiente—-patégeno—~ planta

De acuerdo a Wallace (1978); Agrios et al (1985);
Berger (1977}, la produccidtn de enfermedad no es el
resultado solamente de la interaccidn del patogeno v la
planta sino gue tambien esta influida par factor
ambientales. Esto fue observado en el experimento de campo
gue a pesar de gue se inbdtculo algunas plantas de maiz los
primeros sintomas solo se observaron despugs de una lluvia

y dos riegos por asparsiéan.

Las observaciones sobre las condiciones climaticas en
gque se realizd el experimento y las que se presentaron
durante las epidemias de 1986 y 1988 son diferentes, en

especial la precipitacien. La pudricibén en el ensayo no

93



94

especial la precipitacion. La pudricion en el ensayo no

fue tan fuerie como la observada en lous affos citados.

Ademas de las condiciones climaticas se puede apuntar
gue el patdgeno tiene otras plantas hospederas en la finca,

ya que las cepas de Erwinia cargtavora vy Echryganthemi

aisladas de chile fueron altamente virulentas al maliz. De
acuerdo a Dickey (1979); Moffet (1983) se puede seffalar que
la bacteria tiene otras hospederos en plantas cultivadas vy

np cultivadas,

9.4 Conclusiones

1. La pudricion del talle del maiz en Turrialba es
causada por bacterias del Género Erwinia de los grupos

carotovora y amylovora.

2. El nivel de inéculo constituye un factor muy
importante en el desarrolle de la enfermedad. El

patogeno tieme una respuesta cuantitativa en el malz.

3. El chile constituye uno de los hospederos alternos del

agente causal.

4. ta participacién de los insectos en la gntrada de la

bacteria no se comprobo.
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La bacteria penetra por el embudo formado por las

hojas superiores.

£l clima de alta precipitacién pluvial combinada con
una alta temperatura constituye el factor principal en

el desarrollo de la enfermedad.

Existe diferentes niveles de resistencia Yy de
suceptibilidad al agente causal &n cultivares de maiz

comercial.

Recomendaciones

Desinfectar con cloro los materiales de uso como las

bombas aspersoras.

Evitar el usoc de cultivares suceptibles durante los
periodos lluviosos favorables a la diseminacion de la

enfermedad.

Evaluar a nivel del campo el comportamiento de
germoplasma por su nivel de suceptibilidad al

patéogeno.

Evaluar a nivel de la finca la presencia del patogeno

en malezas y plantas cultivadas.



8.

?4

Estudiar la dinamica de poblaciétn de la flora
bacteriana del agua utilizada en el sistema de riego

de la finca.

Hacer el monitoreo de las otras zonas favorables a la

pudricion suave del tallo del maiz.

Comprobar 21 efecto de los insectos y adjuventes en
la llegada de la bacteria al nivel de los tejidos

jovenes.
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Cuadro Al. Promedio de minimas de temperatura y humedad
relativa mensual de La Hontaiia en 1988, 1988,
1989.
Temperaturs Humedad
Heses 1988 1988 1989 19888 1988 1988
Enero 15,25 16,17 16,17 85,13 54,17 53,59
Febrero 18,486 17,45 14,62 55,48 59,45 53,00
Harzo 18,82 18,77 15,69 61,19 57,81 49,48
Abril 18,18 18,45 17,84 83,20 52,44 52,80
Hayo 19,60 18,85 18,07 98,35 55,28 52,39
Junio 19,94 18,72 18,866 81,40 55,30 81,73
Julio 20,14 18,20 18,886 80,84 55,23 62,19
Agosto 20,32 18,62 18,12 62,42 55,68
Setiembre 18,75 18,07 81,20 57,00
Octubre 20,38 18,28 82,06 58,04
Noviembre 19,35 17,51 57,50 55,80
Diciembre 17,88 16,63 55,08 55,81
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Cuadro A2. Preparacidén de medio de cultivo, CATIE,
Turrislba, Costa Rica. 1988.
Medio Ingredientes Cantidad
Y.D.C Extracto de levadura 10 g
(Extracto de Dextossa 20 g
levadurs
Dextrosa-carbonato Carbonato de calcio
de calecio) Calcio 20 g
Agar 20 g
Agus 1000 cc
Agar nutritivo Agar 20 g
Extracto de carne de
vacunsa 3 g
Peptona 18 g
Agua 1000 g
MG (Hedio granada) Dextrosa 5 g
Peptona 10 g
Caseina 1l gz
Regulacién pH a 7,2
con Na OH
TZC 0,5 g
Agar 18 g
Cristal violetsa 50 ppm
Cicloheximida al 1 % 10 ce/1
Sulfato de polimixin 100 ppm
Agusa 1000 cc
HS Agar i g
Manitol 10 ¢
Acido nicotinico 0,5 g
L. asparagina (anhidro) 3,0 g
RKz2HPO4 dibasoco 2,0 g
Hg S04 7H=20 0,2 g
Sodium taurochlorate
{(Difco) 2,5
Media de pH 7,2 7,3
Tergitol 7 0,1 ml
Acido nitrilotriacético
al 2 % 10 ml
Azul de bromitol =al 0,5 ¥ 8 ml
Rojo neutrsal sl 0,5 % 2,5 ml
Hidréxido de socio sol 1N 5,0 ml
Nitrato de Talium al 1 ¥ 1,75 ml
Clorudo de ocobalto al
14 mm 50 ml
Cycloheximida =81 1 % 5 ml
Agus 1000 ce



Agar Tripticasa
soysa

Peptona (Tripticase)

Peptona (phytone)
Cloruro de sodio

Agar

Aguz destilada

pH después de autoclavado

110

T =
tnenenn
a0y 0g fa

1000 cc
7,3

* French (1982);

Guerrero et al.

(1887)



	PORTADA
	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTO
	CONTENIDO
	RESUMEN
	SUMMARY
	RESUME
	LISTA DE CUADROS
	LISTA DE FIGURAS
	1. INTRODUCCION
	2. REVISION DE LITERATURA
	2.1 Distribución geográfica de la pudrición suave del tallo del maíz
	2.2 Importancia económica de la enfermedad
	2.3 Agentes causales de la pudrición suave del tallo del maíz
	2.4 Sintomas de la enfermedad
	2.5 Biología del patógeno
	2.6 Ecología del patógeno
	2.7 Método de identificación y de caracterización
	2.8 Métodos de aislamiento de la bacteria de la pudrición del tallo del maíz
	2.9 Métodos de inoculación y de evaluación de la pudrición del tallo del maíz
	2.10 Podredumbre causada por hongos

	3. MATERIALES Y METODOS
	3.1 Diagnosis de la pudrición suave del tallo del maíz
	3.2 Tipificación de las cepas virulentas
	3.3 Calibración de técnicas para evaluación por la resistencia
	3.4 Prueba de resistencia de materiales
	3.5 Comprobación de métodos de inoculación y resistencia de cultivares
	3.6 Campo

	4. RESULTADOS Y DISCUSION
	4.1 Diagnosis de la pudrición del tallo del maíz
	4.2 Resultados de comportamiento de 7 cepas
	4.3 Prueba de estandarización de los factores edad, dosis para evaluación de la resistencia
	4.4 Evaluación de la resistencia de materiales
	4.5 Resultados del ensayo preliminar de campo para la observación de la pudrición del tallo del maíz

	5. DISCUSIONES GENERALES Y CONCLUSIONES
	5.1 Diagnóstico de la pudrición del tallo del maíz
	5.2 Interacción planta-patógeno
	5.3 Interacción-ambiente-patógeno-planta
	5.4 Conclusiones
	5.5 Recomendaciones

	6. CITAS BIBLIOGRAFICAS
	APENDICE



