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ESTRIADO CLOROTICO Y MARCHITEZ BACTERIANA DEL MAIZ:
IDENTIFICACION DEL AGENTE CAUSAL, EPIDEMIOLOGIA Y CALIDAD DE
SEMILLA

GUADALUPE MORALES VALENZUELA, DR.
COLEGIO DE POSTGRADUADOS, 2016

RESUMEN
El estriado clorético y la marchitez bacteriana del maiz (Zea mays L.) es una enfermedad que

estan cobrando importancia en este cultivo por su capacidad de transmitirse a través de la
semilla. A la fecha no se tiene informacién precisa del agente causal, su epidemiologia y su
importancia en la calidad de la semilla. El presente trabajo tuvo como propésito generar
informacién acerca de su etiologia, epidemiologia y efecto en la calidad de la semilla como
elementos para proponer estrategias de manejo. Se identifico el agente causal mediante
amplificacion de un segmento del 16S rDNA y se determinaron sus requerimientos de azUcares
y alcoholes, se estudié la dispersion espacial y temporal de la enfermedad en lotes
experimentales de dos genotipos de maiz infectados de forma natural y se analiz6 la calidad
fisiol6gica de la semilla producida en plantas infectadas. Se identificé a la bacteria Pantoea
agglomerans asociada a la enfermedad, se registraron incidencias de 26.13 y 26.87% de
plantas con sintomas en los hibridos Triunfo y 9Bx52, respectivamente siendo la temperatura
el Unico factor que se correlacioné significativamente con esta variable. El progreso temporal
de la enfermedad se ajust6 al modelo monomolecular en ambos casos. El patron espacial de
la enfermedad fue agregado en Triunfo y aleatorio en 9Bx52. Las plantas con sintomas de
infeccidn sistémica produjeron semillas con porcentajes de germinacion y vigor mas bajo que
las provenientes de plantas con sintomas de infeccion local

Palabras claves: Pantoea agglomerans, 16S rDNA, epidemiologia, calidad de semillas.



CHLOROTIC STREAKS AND WILT OF MAIZE: AGENT CAUSAL
IDENTIFICATION, EPIDEMIOLOGY AND SEED QUALITY.

GUADALUPE MORALES VALENZUELA, DR.
COLEGIO DE POSTGRADUADOS, 2016

ABSTRACT
Chlorotic streaks and bacterial wilt of corn (Zea mays L.) is a disease that are becoming

more important in this crop for their ability to seed transmission. To date there is no
precise causal agent, its epidemiology and its importance in seed quality information.
This work was aimed to generate information about its etiology, epidemiology and
impact on the quality of the seed as elements to propose management strategies. The
causal agent was identified by amplification of a segment of the 16S rDNA and its
requirements sugars and alcohols were determined, the spatial and temporal spread
of the disease was studied in experimental plots of two genotypes of infected corn
naturally and quality was analyzed physiological seed produced in infected plants. It
was identified the bacterium Pantoea agglomerans associated with the disease,
incidences of 26.13 and 26.87% in Triunfo and 9Bx52 hybrids were recorded
respectively, the temperature being the only factor that was significantly correlated with
this variable. The temporal progress of the disease was adjusted to the monomolecular
model in both cases. The spatial pattern of the disease was aggregated in Triunfo and
random in 9Bx52. Plants with symptoms of systemic infection produced seeds with
germination rates and vigor lower than those from healthy plants with signs of local
infection

Keywords: Pantoea agglomerans, 16S, epidemiology, seed quality.
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INTRODUCCION GENERAL

El maiz (Zea mays L.) es un cereal que ocupa un lugar preponderante en la
agricultura mundial, junto con el trigo y el arroz son una importante fuente para la
alimentacion humana (Ranum, 2014). Es el Unico cereal importante nativo del
hemisferio occidental, su cultivo se ha extendido en los mas variados climas y latitudes
con diversos usos: alimenticio, forrajero, industrial, comercial, medicinal, cultural y
cientifico, entre otros (Esteva. 2003; Kato et al., 2009, Ortega-Coronado et al., 2013)..
A nivel mundial, este cereal representa el 5.4% del total de las fuentes alimenticias de
la poblacion humana (FAOSTAT, 2016).

La produccién mundial de este cereal ha ido en aumento en los ultimos 10 afios y
los paises con mayor volumen de produccién son Estados Unidos, China y Brasil
(FAOSTAT, 2016).

En México el maiz es el principal cultivo por su importancia en la dieta de la
poblacién, también es el principal producto que se importa de Estados Unidos y en
2014 se incrementaron las importaciones en un 45.7% con relacién al 2013. En el afio
2014 se produjeron 23'273,257 toneladas en una superficie de 7°060,275 hectareas
con un rendimiento promedio de 3.3 t hat.El 80% de la produccién se concentrd en 10
entidades federativas, entre las que destacan Sinaloa, Jalisco, Michoacan, Estado de
México y Guanajuato, las cuales aportan el 53% de la produccion nacional (SIAP,
2015).

A nivel mundial se identifican diversos factores que influyen en la productividad del
maiz, entre las que destacan una compleja red de elementos socioeconémicos y

culturales y las limitantes biologicas, edaficas y ambientales, de las cuales las mas
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importantes son: la fertilidad cual del suelo, el clima, las malezas, las plagas y las
enfermedades (Lafitte, 1993; Quiroga-Madrigal, 1995; Paliwal, 2001).

Las pérdidas causadas por plagas y enfermedades en la produccion total anual del
maiz en el mundo alcanzan hasta un 9 % (Oerke, 2006). La magnitud y gravedad de
las enfermedades del maiz dependen de la presencia de un patdgeno virulento, del
ambiente y de la susceptibilidad del hospedante.

Se considera que cerca de 83 hongos, 43 virus, 13 bacterias, un fitoplasma y un
espiroplasma pueden afectar al maiz, de los cuales mas del 50% pueden transmitirse
por semilla (Agarwal and Sinclair, 1996; Munkvold and White, 2016). El Programa de
Maiz del Centro Internacional de Mejoramiento del Maiz y el Trigo (CIMMYT) (2004)
describe 58 patégenos de importancia para el maiz en México, de los cuales 43 son
hongos, 10 virus, tres bacterias, un fitoplasma y un espiroplasma. Ademas, la literatura
reporta un crecimiento importante de nuevas enfermedades de los cultivos, entre los
cuales el maiz ocupa el primer lugar en nuevos reportes (Bebber, 2015).

En el caso de bacterias, recientes estudios muestran un crecimiento importante en
el nimero de ellas que afectan maiz, entre las que destacan las del género Pantoea.
En Canada Nadarasah y Stavrinides (2014) encontraron que 11 especies de Pantoea
inoculadas en plantulas de maiz tuvieron la capacidad de desarrollarse sobre dicho
hospedante.

De las 11 especies del género Pantoea descritas actualmente, tres han sido
reportadas como patégenas del maiz. P. stewartii fue detectada en Estados Unidos en
1895y a partir de esta fecha se ha se ha reportado en otras partes del mundo (Stewart,
1897; Pataky and lkin, 2003). P. ananatis esta asociada a la mancha foliar del maiz en

Polonia, Argentina y Brasil (Krawczyk et al.,, 2010, Alippi, 2009; Lana, 2012). P.



agglomerans ha sido reportada como patégeno del maiz en China, Indonesia y
Sudafrica (Hiu-Ying et al., 2011; Aini et al., 2013; Goszczynska et al., 2007). En México,
se han reportado P. ananatis y P. agglomerans ocasionando mancha foliar y estriado
clorético, respectivamente (Morales-Valenzuela et al., 2007; Pérez y Terron et al.,
2009).

P. agglomerans es una bacteria de importancia por su impacto en la salud humana,
animal y vegetal (Dutkiewicz et al., 2016), probablemente sea uno de los organismos
mas ampliamente distribuidos en el mundo. Sin embargo, desde la perspectiva
agricola puede ser un agente benéfico o perjudicial. Algunas cepas han sido utilizadas
para el control biolégico de enfermedades y como promotoras del crecimiento
(Quecine et al., 2012), mientras que por otro lado se ha reportado como fitopatégena
de varias especies de interés agricola y particularmente en el caso del maiz ocasiona
estriado clorético y marchitez de la planta.

Esta enfermedad ha cobrado interés por su capacidad de afectar a la planta de maiz
en cualquier etapa de desarrollo y por su probable transmisidon por semilla que puede
ser superior al reportado para P. stewartii. En el caso de P. agglomerans se reportan
indices de transmisién por semilla de 26 (Silva-Rojas et al., 2010) hasta 100% (Hui-
Ying et al., 2011) mientras que para P. stewartii van de 0.038 a 0.14 % (Block et al.,
1999; Michener et al., 2002).

En México, el estriado clorético y marchitez bacteriana de maiz causada por P.
agglomerans ha ocasionado pérdidas no determinadas, sin embargo, la incidencia de
la enfermedad registrada de 1967 a 1971 vario entre 89 y 26% en diferentes areas de

produccion (Fucikovsky et al., 1972).



Debido a la importancia del estriado clorético y marchitez del maiz, en el presente
trabajo se realizaron estudios relacionados con el agente causal, su distribucion
espacio-temporal y su efecto en la calidad de las semillas.

Objetivo general

Conocer al agente y la epidemiologia del estriado clorético y marchitez
bacteriana del maiz y su importancia en la calidad de la semilla

Objetivos especificos

1. Identificar al agente causal del estriado clorético y marchitez del maiz.

2. Conocer la distribucion espacio-temporal de esta enfermedad.

3. Evaluar la calidad de semilla obtenida de plantas con sintomas.

Hipotesis

El agente causal del estriado clorético y marchitez del maiz en el Montecillo,
Estado de México es una bacteria diferente a la reportada en trabajos anteriores, la
distribucion espacio temporal de la enfermedad se afecta por la temperatura y

humedad relativa y reduce la calidad de la semilla.



CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA
1.1. Generalidades
Pantoea agglomerans comb. nov., conocida anteriormente como Enterobacter
agglomerans, Erwinia herbicola o Erwinia milletiae, es una bacteria Gram-negativa

perteneciente a la familia Enterobacteriaceae (Gavini et al., 1989).

1.2. Descripcion del agente causal
1.2.1. Nomenclatura
Reino: Bacteria
Phyllum: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Pantoea
Especie: Pantoea. agglomerans
(Gavini et al., 1989).
1.2.2. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas
Las bacterias del género Pantoea poseen bastones rectos de 0.5-1.0 de longitud X
1-3 ym de ancho y la mayoria de las cepas son moviles por flagelos peritricos. Las
colonias crecidas en agar son lisas, translicidas, mas o menos convexas, de color
amarillo, amarillo palido, amarillo rojizo o no pigmentado y anaerobio facultativos.
Producen acido a partir de la fermentacion de la D-fructosa, D-galactosa, trehalosa, y

D-ribosa. La temperatura optima de crecimiento es 30°C. Utilizan como fuente de
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carbono y energia a: N-acetil-D-glucosamina, L-aspartato, D-fructosa, D-galactosa, D-
gluconato, D-glucosamina, la D-glucosa, L-glutamato, glicerol, D-manosa, D-ribosa, y
d-trehalosa (Grimont and Grimont, 2015).

1.3. Epidemiologia

La epidemiologia agricola estudia los diversos factores que afectan el proceso y
diseminacién de las enfermedades en poblaciones de plantas cultivadas (Achicanoy-
Lépez, 2000); tiene dos propositos fundamentales: el conocimiento del
comportamiento de las enfermedades en tiempo y espacio, y el uso de este
conocimiento para manejar las enfermedades (Madden et al., 2007).

1.3.1. Hospedantes

Aunque P. agglomerans se ha reportado como agente para el control biologico y
promotor de crecimiento en algunos cultivos (Feng et al., 2006; Quecine et al., 2012,
Dutkiewicz et al., 2016), en otros casos se comporta como fitopatégena con una amplia
gama de hospedantes. Se ha identificado en especies de plantas y en algunos casos
se reporta como patdégeno de animales y humanos (Cruz, 2007; Dutkiewicz et al.,
2016). El hecho de infectar plantas comestibles puede representar un riesgo para la
salud humana (Mudryk, 2012).

En cultivos de interés agricola, P. agglomerans, se ha reportado en Pennisetum
glaucum (Frederickson et al., 1997), Allium cepa (Edens et al., 2006), Oryza sativa
(Gonzalez et al., 2015), Vigna angularis (Lu et al., 2015), Juglans regia (Yang et al.,
2011), Dioscorea alata (Rodriguez et al., 2008), Gossypium hirsutun (Medrano y Bell,
2007), Alocasia cucullata (Romeiro et al., 2007), Gloxinia alba (Jiménez et al., 2007),

Zea mays y Sorghum vulgare (Morales-Valenzuela et al., 2007).



1.3.2. Sintomatologia

P. agglomerans en algunas especies ocasiona formacion de agallas, pudriciones,
necrosis, tizones, estrias cloroticas y marchitez (Barash and Manulis-Sasson, 2007;
Morales-Valenzuela et al., 2007).

En el caso del maiz, los sintomas ocurren en dos fases. Una fase afecta plantas
jovenes, regularmente estas plantas se marchitan rapidamente, semejandose a
plantas que presentan estrés hidrico, deficiencia nutrimental o lesiones provocadas
por insectos. Las hojas muestran estrias cloroticas o de color amarillo, con bordes
irregulares u ondeados que rodean las nervaduras y pueden extenderse a lo largo de
toda la hoja. Las lesiones se secan rapidamente y se tornan marrones. Las plantas
infectadas que no mueren pueden producir mazorcas descoloridas y de menor tamafio
(Morales-Valenzuela et al., 2007; Aini et al., 2013)

La enfermedad puede confundirse con los sintomas ocasionados con P. stewartii
(Thai Agricultural Standard, 2008), y en plantas severamente infectadas a nivel de
suelo se forman cavidades en la médula del tallo, debido a que las bacterias colonizan
el sistema vascular, y se movilizan por el xilema a toda la planta. Posteriormente se
observa un estriado clorético que aparece después de la floraciéon femenina. Las
lesiones en las hojas son de color verde-grisaceo a verde-amarillo y en forma de raya
a lo largo de las nervaduras. Las areas necroticas, que mueren y se tornan de color
paja, se originan a partir de las lesiones ocasionadas por insectos. A veces toda la hoja
se muere y se seca. Cuando las hojas mueren prematuramente, la cosecha se reduce
Munkvold and White, 2016). En otros casos se observa una pudricion seca del tallo

(Hui-Ying et al., 2011; Goszczynska et al., 2007).



1.3.3. Deteccién y transmision por semilla

Bacterias fitopatdgenas del género Pantoea son acarreadas y transmitidas por
semilla. En el caso de P. agglomerans, se ha reportado infeccidn y transmision por
semilla en algoddn (Medrano and Bell, 2007), maiz (Silva-Rojas et al., 2010; Hui-Ying
et al., 2011). Asimismo, se sabe que P. agglomerans puede completar el ciclo semilla-
semilla, ya que la bacteria es capaz de moverse de semilla inoculada a hojas y semillas
a través del sistema vascular de las plantas de maiz (Hui-Ying et al., 2011).
1.3.4. Vectores

Debido a que la bacteria ha sido reportada recientemente en maiz no se tiene
registro de posibles vectores, sin embargo, en otros cultivos se han reportado que
puede ser transmitida por Thrips tabaci en cebolla (Dutta et al., 2014), Daktulosphaira
vitifoliae en uva (Vorwerk et al., 2007) y Nezara viridula en algodén (Medrano et al.,
2009), algunos de estos insectos también se encuentran en maiz. Inclusive se ha
aislado de la mosca del mediterraneo (Ceratitis capitata) (Lauzon et al., 2009) y
termitas (Macrotermes natalensis) (Palmer et al., 2016).
1.3.5. Ciclo de la enfermedad

Considerando la informacion generada para diversas especies de bacterias
fitopatbgenas, en particular del género Pantoea, el ciclo del estriado clorético y
marchitez bacteriana del maiz inicia en la semilla infectada y posteriormente se
transmite mediante insectos vectores durante todo el ciclo de cultivo.

Las condiciones ambientales que favorecen el desarrollo de la enfermedad son
temperatura y humedad alta, aunque para P. agglomerans no se han determinado
los rangos minimos y maximos de temperatura, para la mayoria de las bacterias es

superior a los 22°C (Agrios, 2015).
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Figura 1. Ciclo de la enfermedad ocasionada por Pantoea agglomerans en maiz que

inicia con la semilla infectada.

1.3.6. Distribucién espacial y temporal

El estudio espacio-temporal de las enfermedades proporciona informacién sobre su
dinamica en una poblacion de plantas que puede ser importante para desarrollar
planes de muestreo mas precisos, optimizar y dirigir el control, cuantificar efectos
ambientales y para realizar estudios de regionalizacion (Campbell and Madden, 1990).

El ambiente atmosférico y el suelo son elementos modificadores importantes del
desarrollo de las enfermedades pues afectan la actividad del patdogeno o la fisiologia
de la planta hospedante. Las variables climéaticas de interés en la epidemiologia de las
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enfermedades de las plantas incluyen la temperatura, humedad relativa, radiacion y
velocidad y direccion del viento. Cada una de ellas ya sea individualmente o
interactuando con otras puede tener influencia sobre el inicio y progreso de una
epidemia (Rotem, 1978; Madden et al., 2007).

El progreso temporal de P. agglomerans en maiz no ha sido determinado, no
obstante, en bacterias del género Pantoea en maiz, Liu (2010) encontré que el mejor
modelo que se ajusta a la enfermedad es el exponencial. En cuanto a la distribucion
espacial, reporta un patrén aleatorio en la distribucién de P. stewartii en maiz, lo cual

se explica por la adquisicion del insecto vector.

1.4. Manejo de la enfermedad

Las practicas de exclusion mediante cuarentenas y produccion de semillas en
regiones semiaridas son medidas que tienen cierto grado de efectividad en el control
de enfermedades bacterianas transmitidas por semilla (Gitaitis and Walcott, 2007).
Si bien P. agglomerans se transmite por semilla, en la lista de patégenos regulados en
el mundo, aparece solo para la India (Mezzalama, 2012). En este tipo de
enfermedades las estrategias de control de este patégeno deben centrarse en el
manejo de los lotes de produccion de semilla. McGee (1995) sugiere tomar medidas
para eliminar las fuentes de inéculo, manejar la enfermedad durante la antesis y
durante el desarrollo y madurez de la semilla.

Las medidas de control para la eliminaciéon del patdogeno pueden ser practicas
culturales, tratamiento fisico y quimico. En el caso de las préacticas culturales se

recomienda el uso de semillas libres de la bacteria, eliminar malezas hospedantes y
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plantas enfermas, rotar cultivos y evitar sobre riego. El tratamiento a la semilla con
agua a 50°C reduce los niveles de infeccién; en plantulas (Hui-Ying et al., 2011).

Con relacion al control quimico Mudryk (2012) encontro resistencia en cuatro cepas
a cuatro de siete antibitticos lo cual hace necesaria una busqueda constante de
agentes antimicrobianos naturales y bioplaguicidas que no afecten el entorno y
controlen las enfermedades. En el caso de P. agglomerans se ha demostrado la
actividad antimicrobiana in vitro de 100 aceites esenciales (Chudasama and Thaker,
2014). Por otro lado, el mejoramiento genético para la resistencia a enfermedades se
considera como el método de control mas importante (Trigiano et al., 2008), aunque

para P. agglomerans no se han desarrollado genotipos resistentes.
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CAPITULO Il
Identification of Causal Agent of Chlorotic Streaks and Vascular Wilt in Maize

using polyphasic approaches

Abstract

In a 3-year field breeding experiment (2003 to 2006); chlorotic streaks and vascular wilt
symptoms were frequently observed in plots of maize crop in Montecillo and Tecamac,
Mexico. To identify and characterize the causal agent of these symptoms, isolations
were conducted in CPG medium. 12 isolates were characterized through physiological
and biochemical tests with AP1 50 CHE (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France). For DNA
analysis, 1.4-kbp fragments of the 16S rRNA gene were amplified with primer set
8F/1492R and sequenced with universal primers U514F/ 800R. Five sequences were
obtained and deposited in GenBank. A phylogenetic tree was constructed.
Pathogenicity of the 12 isolates was confirmed in maize seedlings. In addition, the 12
isolates were infiltrated at 107 CFU mL™ into tobacco leaves, those displayed a
hypersensitive response. Isolates were reisolated and DNA analysis did done. All
bacterial colonies isolated in CPG medium were yellow and the isolates were
nonfluorescent on King's B medium. The physiological and biochemical tests revealed
characteristics of Pantoea agglomerans. Results of the phylogenetic analysis grouped
the species P. ananatis, P. stewartti, and P. agglomerans into three clusters. The five
unknown sequences were grouped into the P. agglomerans cluster. There was a 98 to
99% similarity of the five 16S rDNA sequences with P. agglomerans strain type ATCC
27155. Pathogenicity test show that all test strains developed symptoms. The

hypersensitive response indicating the presence of the type Ill secretion system. 16S
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rDNA gene fragments of the reisolates were 100% similar to their original isolate
sequences.

Additional Keywords: Pantoea agglomerans, isolate, pathogenicity, 16S rDNA

Introduction

Maize is an important crop for animal and human nutrition worldwide. In Mexico,

maize is produced in the most varied climates and latitudes and has been given the
most diverse uses: food, industrial, commercial, medical, religious, artistic and
scientific. However, there are many factors that influence the productivity of maize,
among which the soil fertility, climate, pests, weeds and diseases are the most
important. So that, in The Central Highland Valley of Mexico, this crop is extremely
important, and research is aimed toward increasing yield, disease resistance, and crop
adaptation from 1,900- to 2,700-m elevation.
Respect to disease, Munkvold and White (2016) describe about 80 diseases of which
more than 50% are caused by fungi. The CIMMYT Maize Program (2004) reports 58
pathogens most important for maize in Mexico of which 43 are fungi, 10 virus, three
bacteria, a phytoplasma and a spiroplasma. The most important and common maize
bacterial diseases is bacterial leaf blight and wilt.

A bacterial disease of maize was reported in Mexico by Elliot in 1938. Since them
the disease has been reported in several locations as Stewart’s bacterial wilt caused
by Pantoea stewatrtii (Fucikovsky et al., 1972; Valencia-Torres et al., 2004; Morales-
Valenzuela et al., 2004). However, the symptoms in leaves are pale green to yellow

streaks with irregular margins running parallel to the veins, streaks dry out and turn
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brown. Infection may move into the stem, causing a general stunting, wilting, and plant
death.

However, the identification of causal agent has been based on symptomatology,
different phenotypic characters and biochemical tests so these methods may be
uncertain. Other hand, 16S rRNA gene sequences allow bacterial identification that is
more robust, reproducible, and accurate than that obtained by phenotypic testing
(Clarridge, 2004).The objective of the present work was to determine the causal agent

of chlorotic streak and vascular wilt in maize through polyphasic approaches.

Materials and Methods
Isolation and characterization

A total of 22 isolates were obtained of maize leaves showing chlorotic streak
symptoms. Leaf sections of 1 cm? of diseased plant were disinfested, placed on
casamino acid-peptone-glucose (CPG) medium (Shaad et al., 2001), and incubated at
28°C. After 48 h 12 isolates suspected to be Pantoea spp. were selected for further
characterization. For the biochemical characterization each colony was evaluated
according to the API 50CHE profile index (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France). The
systems were incubated at 35°C and all reactions were read after 24 h. Results of
affirmative or negative tests were recorded and interpreted according to the

manufacturer’s directions.

PCR amplification
PGHLT1, PGHLG6, PGHL10, PGHL22 and PGHLT4 strains were selected for the 16S

rRNA gene sequence. 1.4-kbp fragments of the 16S rRNA gene were amplified with
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primer set 8F (5-AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG-3') and 1492R (5'-TAC GGT TAC
CTT GTT ACG ACT T-3') (Sasoh et al., 2006) and sequenced with universal primers
U514F (5"-GTGCCAGCMGCCGCGG-3-) and 800R (5-TACCAGGGTATCTAATCC-
3') (Anzai et al., 2000). A phylogenetic tree was constructed using the UPGMA method
(Mega version 3.1) including species of the genus Pantoea and Erwinia with available
sequences.
Pathogenicity test

Pathogenicity of the 12 isolates was evaluated by injecting 108 CFU mL* of inoculum
into stems of 3-week-old maize cv. Triunfo seedlings in the greenhouse at 28°C and
80% of relative humidity. Seedlings were inoculated with water, nonpathogenic isolates
of P. agglomerans from maize (GM13 and HLA1), and not inoculated as negative
controls. Three replications were included for each isolate and control. Isolates were
reisolated and DNA analysis was done as mentioned previously.
Hypersensitivity reaction on tobacco plants

The 12 isolates were infiltrated at 107 CFU mL! into tobacco leaves and plants were

kept at 28°C. Control leaves were infiltrated with sterile distilled water.

Results
Characterization of the pathogen

In CPG only yellow colonies were observed and the isolates were nonfluorescent on
King's B medium. Physiological and biochemical tests (APl 50 CHE) showed that all
isolates had characteristic resembling P. agglomerans described by Schaad et al.
(2000). All isolates were negative for gelatin hydrolysis, indole production, acid

production from raffinose and positive for utilization of glycerol, D-glucose, mannitol,
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arbutine, esculine, salicine, cellobiose, maltose, melibiose, D-fucose, and D-arabitol;

all characteristics of Pantoea agglomerans.

PCR amplification

Five sequences were obtained and deposited in GenBank (Accession Nos.

EF050806 to EF050810). In all cases the expected amplicon was obtained. Results of

the phylogenetic analysis grouped the species P. ananatis, P. stewartti, and P.

agglomerans into three clusters. The five unknown sequences were grouped into the

P. agglomerans cluster (Figure 1). There was a 98 to 99% similarity of the five 16S

rRNA gene sequences with P. agglomerans strain type ATCC 27155.
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Figure 1. Phylogenetic tree constructed with a UPGMA method using MEGA 3.1

program with a bootstrap analysis based on 5,000 resamplings. PGHLT1, PGHLS,

PGHL10, PGHL22 and PGHLT4
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Pathogenicity test

Pathogenicity test show that all test strains developed water-soaked lesions on
young leaves at 8 days postinoculation and were followed by chlorotic to straw-colored
leaf streaks and then leaf blight symptoms at 3 weeks postinoculation (Figure 2). All

negative control seedlings did not develop symptoms. 16S rRNA gene fragments of the

reisolates were 100% similar to their original isolate sequences.

Figure 2. Symptoms on the pathogenicity test in maize leaf (cv. Triunfo) inoculated with

Pantoea agglomerans strain PGHL-M1. a) leaf blight b) wilt plant.

Hypersensitivity reaction on tobacco plants

Tobacco leaves displayed an hypersensitive response at 4 days after inoculation

indicating the presence of the type 1l secretion system (Alfano and Collmer, 2004).
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Figure 3. Hypersensitive response in tobacco leaves. a) control leaf. b) inoculated leaf.

Discussion

The chlorotic streaks and vascular wilt disease on maize in Central Highland Valley
of Mexico is caused by P. agglomerans. This is the first report of P. agglomerans in
México. Other authors reported to Pantoea stewartii in several locations (Fucikovsky et
al., 1972; Valencia-Torres et al., 2004). However, the identification of causal agent has
been based on symptomatology, different phenotypic characters and biochemical tests.
Further, immuno-PCR technique has been used for detection P stewartii of maize seed
imported from the USA (Rocha-Reuvilla et al., 2009)

These results are consistent with those found by others authors who have reported
that the bacteria recently to affect other crops, including onion in the United States
(Edens et al., 2006), chinese taro in Brazil (Romeiro et al., 2007), walnut and red adzuki
bean in China (Yang et al., 2011; Lu et al., 2015) and rice in Venezuela (Gonzalez et
al., 2015); moreover, Goszczynska et al. (2007) reported P. agglomerans causing

brown stalk rot of maize in South Africa. However, these results differ from those found
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by Aini et al. (2013), who reported that the similarity percentages were too low to
conclude that the bacteria were similar to P. agglomerans.

Further, recent studies show a significant increase in the number of plant pathogenic
bacteria affecting maize, among which the genus Pantoea. For example Nadarasah
and Stavrinides (2014) found that 115 isolates of 11 species of Pantoea inoculated into
corn seedlings had the capacity to develop. Which suggest that is necessary to use
methods more adequate for identification. Rezzonico et al. (2009) said that specific
gene sequences (such as gyrB rather than 16S rDNA) are more robust than
biochemical identification regarding P. agglomerans.

The results suggests that the chorotic streak and vascular wilt disease on maize in
Central Highland Valley of Mexico was not caused by P. stewartii. Physiological and
biochemical characters and 16S rRNA analysis showed that the bacteria resembled P.
agglomerans. This is important because P. stewartii is restricted by quarantine rule in
Mexico. Moreover, P. agglomerans has a high rate of seed transmission (Silva-Rojas
et al., 2010; Hui-Ying et al., 2011), which involves a risk of spread of this pathogen

since this is not regulated.

Conclusion

This is the first report of P. agglomerans associated with chorotic streak and vascular
wilt symptoms in maize in the Central Highland Valley of Mexico. Since P. agglomerans
is a bacteria widely distributed in the world with high rates of seed transmission, further
research on the epidemiology is necessary to develop strategies to manage the

disease. Also it required to distinguish between benefic and pathogenic strains.
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CAPITULO Il
DISTRIBUCION ESPACIAL Y TEMPORAL DEL ESTRIADO CLOROTICO-Y

MARCHITEZ DEL MAIZ (Pantoea agglomerans)

Resumen. Se estudiaron los patrones de distribucion espacial y temporal de la
bacteriosis del maiz, causada por Pantoea agglomerans en los hibridos de maiz
Triunfo y 9Bx52 infectados naturalmente. Las evaluaciones de la enfermedad fueron
hechas durante tres meses a partir de la aparicion de los primeros sintomas a los 48
dias después de la siembra. La incidencia de la enfermedad fue similar en ambos
genotipos (26.13 y 26.87% para el hibrido Triunfo y 9Bx5, respectivamente). Sin
embargo, la severidad fue mayor en el hibrido Triunfo, aunque en ambos genotipos
hubo infeccion sistémica desde el inicio de la enfermedad. Se encontré una correlacion
positiva significativa entre la incidencia y la temperatura. El area bajo la curva del
progreso de la enfermedad no fue significativamente diferente entre los dos hibridos.
El mejor modelo que describe el progreso de la enfermedad en ambos genotipos fue
el monomolecular, mientras que el patron espacial de la enfermedad fue agregado en
Triunfo y aleatorio en 9Bx52.

Palabras claves adicionales: enfermedad, incidencia, severidad, epidemiologia.

SPATIAL AND TEMPORAL DISTRIBUTION OF LEAF BLIGHT AND WILT OF

MAIZE (Pantoea agglomerans) IN MONTECILLO, MEXICO

Abstract. The temporal and spatial patterns of bacteriosis of corn, caused by Pantoea

agglomerans, were studied on two dent corn hybrids (Triunfo and 9Bx52) naturally
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infected in Montecillo, Mexico. Disease assessments were made during three months
after that first symptoms were appeared. Data of temperature and relative humidity
were obtained from Meteorological Station in Montecillo. Incidence data sets were
transformed and fitted to logistic, monomolecular and Gompertz models. The area
under disease progress curves (AUDPC) were calculated with incidence data sets of
two hybrids. The BBD program was used to calculate the index of dispersion. Disease
incidences were 26.13% and 26.87% for Triunfo and 9Bx52, respectively; systemic
infection was present since initial phase of disease. Temperature was significantly
related to disease incidence. AUDPC was not significantly different between two
hybrids. The best model that describes disease progress was monomolecular in both
Triunfo and 9Bx52 hybrid. Tests of the index of dispersion indicated that the spatial
pattern of bacterial wilt of corn was aggregated in Triunfo and random in 9Bx52. These
result support the theory of seed transmission, provide relevant information on the
importance of the disease in the State of Mexico and its epidemiology.

Additional keywords: AUDPC, incidence, severity, epidemiology.

INTRODUCCION

El estriado clorético y marchitez bacteriana del maiz (Zea mays L.) ocasionada por
Pantoea agglomerans fue reportada por primera vez en México en 2007 en maiz y
sorgo (Morales-Valenzuela et al., 2007).

P. agglomerans es una bacteria Gram negativa de la familia Enterobacteriaceae y
aunque se ha reportado como agente para el control biologico y promotor de
crecimiento en algunos cultivos (Feng et al., 2006; Dutkiewicz et al., 2016b), es una

bacteria fitopatdgena que tiene una amplia gama de hospedantes. Se ha encontrado
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en diferentes especies vegetales y en algunos casos se reporta como patégena de
animales y humanos (Cruz et al., 2007, Dutkiewicz et al., 2016a).

P. agglomerans se ha reportado en Pennisetum glaucum (Frederickson et al., 1997),
Allium cepa (Edens et al., 2006), Oryza sativa (Gonzalez et al., 2015), Vigna angularis
(Lu et al., 2015), Juglans regia (Yang et al., 2011), Dioscorea alata (Rodriguez et al.,
2008), Gossypium hirsutun (Medrano and Bell, 2007), Alocasia cucullata (Romeiro et
al., 2007), Gloxinia alba (Jiménez et al., 2007), Zea mays y Sorghum vulgare (Morales-
Valenzuela et al., 2007).

La enfermedad en el maiz se caracteriza por causar estrias cloréticas con bordes
irregulares y marchitez, los cuales se pueden observar desde los primeros estadios
del desarrollo de las plantas y son influenciados por las condiciones ambientales
favorables (Morales-Valenzuela et al., 2007).

Las semillas representan una de las principales fuentes de in6culo. Silva-Rojas et al.
(2010) reportan indices de transmisidén por semilla de hasta 26%, valor por encima de
los reportados para otras especies del género Pantoea, mientras que Hui Ying et al.,
(2011) reportan indices de transmisién de hasta 100% y sefialan que P. agglomerans
puede moverse de semilla inoculada a las hojas y a las semillas a través del sistema
vascular de las plantas de maiz. Gitaitis and Walcott (2007) sefialan que las bacterias
fitopatégenas transmitidas por semilla son responsables de la reemergencia de
enfermedades, su dispersion e introduccion a nuevas zonas.

La epidemiologia agricola estudia los diversos factores que afectan el proceso y
diseminacion de las enfermedades en poblaciones de plantas cultivadas (Achicanoy-
Lépez, 2000) con el propésito de conocer el comportamiento de las enfermedades en

tiempo y espacio, y el uso de esta informacion para disefiar estrategias de manejo
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(Madden et al., 2007). Jeger (2004) sefala que la epidemiologia y el manejo de las
enfermedades son dos aspectos diferentes que deben estar unidos. Gitaitis and
Walcott (2007) hicieron una amplia revision de la epidemiologia de las enfermedades
ocasionadas por bacterias transmitidas por semilla; estos investigadores concluyen
gue se requiere mas investigacion especialmente para calcular los umbrales de
infeccion

El estudio espacio-temporal de las enfermedades proporciona informacion sobre la
dindmica de la enfermedad como base para desarrollar planes de muestreo mas
precisos, optimizar y dirigir el control, cuantificar efectos ambientales y para realizar
estudios de regionalizacién. La descripcion de la distribucion espacial de patégenos y
plantas enfermas es esencial para la modelacion y simulacién de epidemias, el disefio
de experimentos y programas de muestreo, asi como para su manejo (Campbell and
Madden, 1990). Con base en lo anterior, se realizé la presente investigacion con el
propésito de conocer la incidencia y severidad asi como determinar la distribucion
espacial y temporal del estriado clorético y marchitez causada por Pantoea

agglomerans en dos hibridos de maiz.

MATERIALES Y METODOS

Material genético. Se utilizaron semillas del hibrido comercial trilineal “Triunfo” y del
hibrido experimental de cruza simple “9Bx52”, las cuales fueron sembradas en el
campo experimental del Colegio de Postgraduados, Montecillo, Estado de México en
el ciclo primavera-verano 2003. Cada genotipo se sembro en una parcela de 24 m de
ancho por 7 m de largo, obteniendo 30 surcos de 80 cm de ancho y 25 plantas por

SUurco.
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Evaluacion de la enfermedad. A partir de la aparicién de los primeros sintomas de
estrias cloroticas con bordes irregulares y marchitez, se realizaron evaluaciones en las
primeras hojas de la planta a intervalos semanales hasta la cosecha (del 10 de junio
al 9 de septiembre de 2003).

La incidencia se determind contando el nimero de plantas con sintomas y expresada
en porcentaje. La severidad se evalué utilizando la escala propuesta para P. stewartii
por Suparyono y Pataky (1989) modificando la observacion de los sintomas iniciales
por tratarse de una infeccion natural. Esta escala se divide en dos tipos de infeccion
(lesiones locales y lesiones sistémicas) y tiene 10 clases: 0= planta sana, lesiones
locales: 1= <1%, 2= 1-3%, 3= 3-5%, 4= 5-15%, lesiones sistémicas: 5= 15-25%, 6= 25-
50%, 7= 50-75%, 8= 75-90% y 9= >90% del area de la hoja clorética o necrética o
marchitez de la planta.

Datos meteoroldgicos. Datos de velocidad del viento, precipitacion, temperatura y
humedad relativa se obtuvieron de la estacibn meteorologica del Colegio de
Postgraduados, Montecillo, Estado de México. Se calcularon los promedios semanales
de cada variable en cada evaluacion.

Andlisis de correlacién. Se realizaron analisis de correlacion lineal simple mediante
el coeficiente de correlacion de Pearson entre la incidencia y la severidad con las
variables climéticas con el programa estadistico SAS version 8.0 (SAS Institute, 1999).
La incidencia fue transformada con la raiz cuadrada del arco seno para normalizar esta
variable debido a su valor porcentual.

Analisis temporal. El progreso temporal de la enfermedad se caracterizo utilizando
los datos de incidencia acumulada para obtener las curvas de progreso. Dichas curvas

se ajustaron a los modelos epidemioldgicos: logistico, monomolecular y Gompertz
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mediante un andlisis de regresion lineal simple con el programa estadistico SAS
version 8.0 (SAS Institute, 1999). La seleccion del mejor modelo se realizé con base
en los estadisticos: coeficiente de determinacién (R?), cuadrado medio del error (CME),
intercepto (Bo), pendiente (B1) y desviaciones estandar del intercepto y pendiente.

La epidemia se determind con el area bajo la curva de progreso de la enfermedad

(ABCPE), estimada con la ecuacion propuesta por Campbell y Madden (1990):

n

ABCPE =>" (¥

i=1

+Y;)/2](X 1y + X))

i+1 i+1

Donde:

Yi= proporcion de la enfermedad en la i-ésima observacion

Xi=tiempo en la i-ésima observacion

n= numero total de observaciones

Andlisis espacial. La parcela se dividi6 en 40 cuadrantes con 18 plantas por
cuadrante (tres surcos con seis plantas por surco) y se tomaron datos de incidencia de
la enfermedad a intervalos semanales. Las distribuciones fueron ajustadas a una
distribucion beta binomial con el programa Beta Binomial Distribution (BBD) version
1.3, wusando el indice de dispersion (D), una medida del nivel de agregacion,

considerando que un valor D>1 indica agregacion (Madden and Hughes, 1994).

RESULTADOS Y DISCUSION
Incidencia y severidad. Los sintomas aparecieron a los 48 dias después de la
siembra (dds) con una incidencia de 1.48% para Triunfoy 2.06% para 9Bx52 (Figuras

1y 2). Al final del ciclo la incidencia fue de 26.13% en Triunfo y 26.87% en 9Bx52
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(Figura 2). La incidencia absoluta presenté su maximo incremento a los 62 dds en

Triunfo con 5.73% y a los 97 dds en 9Bx52 con 3.53% (Figura 3).

Figura 1. Sintomas en plantas de maiz del hibrido comercial Triunfo en Montecillo,

Estado de México, durante el ciclo primavera-verano 2003.
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Figura 2. Curvas de progreso del estriado clorético y marchitez bacteriana provocada
por Pantoea agglomerans en dos hibridos de maiz en Montecillo, Estado de México,

durante el ciclo primavera-verano 2003.
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Figura 3. Incidencia absoluta del estriado clorético y marchitez bacteriana causada por
Pantoea agglomerans en dos hibridos de maiz en Montecillo, Estado de México,

durante el ciclo primavera-verano 2003.

La incidencia de infeccion sistémica fue de 3.58% en Triunfo y 2.64% en 9Bx52. La
severidad fue mayor en Triunfo ya que en algunas fechas de muestreo se aproximoé a
la clase 4 (15% del area de la hoja infectada) (Figura 4). Sin embargo, en 9Bx52 la
severidad se mantuvo entre las clases 2 y 3. Cabe sefialar que hubo plantas de ambos

hibridos que alcanzaron la clase 9 en las primeras fechas de muestreo.
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Figura 4. Severidad del estriado clorético y marchitez bacteriana causada por Pantoea
agglomerans en dos hibridos de maiz en Montecillo, Estado de México, durante el ciclo

primavera-verano 2003.

La incidencia puede parecer baja en comparacién con otras enfermedades bacterianas
del maiz reportadas en la zona de estudio (Fucikovsky, 1972), sin embargo, el hecho
de encontrar plantas con infeccion sistémica puede ser atribuido a la transmisién por
semilla de P. agglomerans, sefialadas por otros autores (Silva-Rojas et al., 2010; Hui-
Ying et al., 2011) por lo que se considera que ésta fue la principal fuente de inéculo
para el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, se desconoce el umbral de semillas
infectadas para iniciar la enfermedad en campo (Gitaitis and Walcott, 2007).

Estudios de correlacién. Se encontré una correlacién negativa entre la incidencia
absoluta y la severidad con R=-0.834 (P=0.001) en Triunfo y R=-0.72 (P=0.012) en

9Bx52. El analisis de correlaciéon entre la incidencia y la severidad con los factores
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climaticos presentes durante el desarrollo de este estudio (Figura 5y 6) muestra que
en Triunfo la temperatura fue el Unico factor que presentd una correlacion significativa
con el incremento absoluto de la enfermedad R=0.67 (P=0.025). Sin embargo, en
9Bx52 hubo correlacion significativa entre la incidencia absoluta con la temperatura y
humedad relativa maxima con R=0.67 (P=0.024) y R=0.73 (P=0.01), respectivamente.

Ademas, la severidad se correlacioné negativamente con la temperatura con R=-0.69

(P=0.02).
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Figura 5. Temperatura y humedad relativa (promedios semanales) prevalecientes
durante el periodo 10 de junio a 02 de septiembre de 2003 en Montecillo, Estado de

México.
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Figura 6. Precipitacion y velocidad del viento (promedios semanales) prevalecientes
durante el periodo 10 de junio a 02 de septiembre de 2003 en Montecillo, Estado de

México.

La temperatura fue el Unico factor que se correlacioné positivamente con el cambio
absoluto de la enfermedad en ambos hibridos, lo cual concuerda con lo sefalado por
Agrios (2005) y Trigiano et al. (2008) quienes sefalan que las temperaturas y
humedades altas son las que se relacionan con las enfermedades bacterianas.
Ademas, Johnson et al. (2000) encontraron una correlacion positiva entre la
temperatura y la dispersion de una cepa benéfica de P. agglomerans en pera y
manzana.

Progreso temporal. Las curvas de progreso de la enfermedad obtenidas con base en
la incidencia acumulada en funcion del tiempo, fueron mejor descritas por el modelo

monomolecular con R? = 0.8996 y 0.9492 para Triunfo y 9Bx52, respectivamente
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(Cuadro 1). Por otro lado, el analisis del ABCPE no mostro diferencias entre los dos
hibridos, con 1454.27 %-dias para Triunfo y 1321.92 %-dias para 9Bx52.

El hecho de que las curvas de progreso de la enfermedad fueran descritas por el
modelo monomolecular, el cual es apropiado para las enfermedades denominadas
monociclicas (Campbell and Madden, 1990), diferencia de otros reportes para
enfermedades bacterianas en maiz (Liu, 2010), esto se explica porque a medida que
las plantas de maiz se acercaron a la senescencia hubo menos tejido para infectar y
el incremento de la enfermedad fue mas lento. Ademas, de que pudo haber sido
influenciado por otros factores como la susceptibilidad y la cantidad de inéculo inicial,
lo cual no fue medido en este estudio.

Cuadro 1. Resumen de los estadisticos utilizados en la evaluacion de tres modelos de
crecimiento para describir el progreso del estriado clorético y marchitez bacteriana

causada por Pantoea agglomerans en dos hibridos de maiz. Montecillo, Estado de

México, 2003.
Parametros?
Modelo R?2 CME Bo Sgo B1 Sp1 P
Hibrido “Triunfo”
Logistico 67.98 0.2797 -4.3303 0.3712 0.02827 0.003960 <.0001
Monomolecular 89.96 0.0009 -0.1067 0.0211 0.00331 0.000226 <.0001
Gompertz 78.75 0.0252 -1.6273 0.1113 0.01120 0.000119 <.0001
Hibrido “9Bx52”
Logistico 82.00 0.1416 -4.5440 0.2641 0.02946 0.002818 <.0001

Monomolecular 94.92 0.0005 -0.1462 0.0158 0.00356 0.000168 <.0001
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Gompertz 90.02 0.0117 -1.7394 0.0758 0.01190 0.000809 <.0001

?R?= Coeficiente de determinacion, CME= Cuadrado medio del error Bo= Intercepto
Spo= desviacion estandar del intercepto 1= Pendiente Sp1= desviacion estandar de la
pendiente y P= Probabilidad.

Distribucion espacial. Los valores del indice de dispersién (D) en Triunfo estuvieron
entre 0.97 y 1.66, y fueron significativos excepto los de 48, 55 y 90 dds (Cuadro 2). Sin
embargo, los valores de D en 9Bx52 no fueron significativos y estuvieron entre 1.02 y
1.28 (Cuadro 2). Lo que es indicativo que en Triunfo se presentd un patron agregado,
mientras que 9Bx52 se present6 un patron aleatorio de distribucién de la enfermedad
durante todas las fechas de muestreo. Ademas, en Triunfo la agregacion incrementé
con el tiempo al aumentar la incidencia.

Cuadro 2. Patron espacial de la incidencia del estriado clorético y marchitez bacteriana

causada por Pantoea agglomerans en dos hibridos de maiz en Montecillo, Estado de

México, 2003.
Hibrido Dias Incidencia indice de Probabilidad
después de (%) dispersion (D)
la siembra
Triunfo 48 1.48 1.20 0.187
55 5.37 0.97 0.530
62 11.10 1.47 0.029
69 12.83 1.42 0.043
76 14.67 1.49 0.025
83 15.85 141 0.047
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Hibrido Dias Incidencia indice de Probabilidad
después de (%) dispersion (D)
la siembra
90 18.02 1.27 0.118
97 20.49 1.37 0.063
104 21.96 1.57 0.013
111 23.68 1.63 0.008
118 24.57 1.66 0.006
125 25.42 1.56 0.014
132 26.13 161 0.009
9Bx52 48 2.06 1.07 0.347
55 4.85 1.04 0.410
62 8.23 1.18 0.200
69 10.29 1.22 0.167
76 11.61 1.09 0.317
83 12.49 1.02 0.440
90 14.54 1.02 0.428
97 18.07 1.06 0.364
104 20.57 1.24 0.147
111 22.92 1.11 0.292
118 24.97 1.27 0.120
125 25.85 1.28 0.112
132 26.87 1.27 0.120
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La distribucion beta binomial provee un buen ajuste a la incidencia de enfermedades
causadas por virus, hongos y bacterias (Madden and Hughes, 1995); sin embargo, de
acuerdo al indice de dispersion en este estudio solo en Triunfo hubo ajuste a la
distribucién beta binomial. En el caso de Xanthomonas axonopodis pv. allii en cebolla
se reporta un mejor ajuste a la distribucion beta binomial (Roumagnac et al., 2004).

En el hibrido Triunfo se mostré un patron agregado y en 9Bx52 un patron aleatorio
(Cuadro 2). En campos de produccion de semilla de cebolla se reporta un patron
agregado de Xanthomonas axonopodis pv. Alli (Humeau et al., 2006), aunque
Campbell y Madden (1990) mencionan que el patrén agregado esta reportado en

trabajos donde el vector es considerado importante en la dispersion de la enfermedad.

CONCLUSIONES

La incidencia de P. agglomerans fueron de 26.13% y 26.87% en los hibridos Triunfo y
9Bx52, respectivamente. En este estudio la temperatura fue factor importante en el
desarrollo de la enfermedad. El progreso temporal de la enfermedad se ajusto al
modelo monomolecular en ambos hibridos lo que nos indica una enfermedad
monociclica atribuida a que la fuente de in6culo primario puede ser la semilla. El patron

espacial de la enfermedad fue agregado en Triunfo y aleatorio en 9Bx52.
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CAPITULO IV
GERMINACION Y VIGOR DE SEMILLA DE MAiZ PROVENIENTE DE PLANTAS

INFECTADAS POR Pantoea agglomerans

RESUMEN

Pantoea agglomerans es un patdégeno transmitido por semilla de maiz, se ha reportado
recientemente como agente causal del estriado clorotico y marchitez bacteriana en los
Valles Altos de México. El objetivo del presente estudio fue evaluar la calidad de
semillas producidas en plantas infectadas por esta bacteria. Se cosecharon mazorcas
de los hibridos Triunfo y 9BX52 infectados naturalmente. Las semillas se separaron
con base en el tipo de infeccién de la planta (sanas, no sistémica y sistémica). Se
evaluo la calidad fisiolégica de la semilla con pruebas de germinacién estandar en
laboratorio recomendadas por la ISTA y la emergencia en invernadero. Los resultados
mostraron que el peso de mil semillas fue menor en las procedentes de plantas
infectadas sistémicamente. Todas las variables evaluadas en laboratorio e
invernadero, excepto germinacion al primer conteo, fueron significativamente inferiores
en semilla de plantas con infeccion sistémica. Estos resultados indican que la
severidad de infeccion de la planta madre afecta la calidad de la semilla.

Palabras claves adicionales: Calidad fisiolégica patdgeno, tipo de infeccién, Zea mays

L.

Abstract
Pantoea agglomerans is an important seed borne pathogen of maize. There are reports

about transmission rates; however, information concerning the quality seed is weak.

49



The aim of this study was to evaluate the quality of seed produced in infected plants
with Pantoea agglomerans. Dent corn hybrids Triunfo (comercial) and 9Bx52
(experimental) were sown in Experimental Station of Colegio de Postgraduados,
Montecillo, Mexico. Disease assessments were made once a week during crops cycle.
Seeds were harvested and separed acording severity of mother plant (healthy, non-
systemic and systemic). Seed quality was evaluated with standard test germination in
laboratory and vigour in greenhouse. Disease incidences of sistemic infection were
3.6% for Triunfo and 2.8% for 9Bx52. The results show that 1000-seed weight was
lower in systemically infected plants. All variables in laboratory and greenhouse were
significantly lower in seed plants with systemic infection. These results indicate that the
severity of infection from the mother plant affects seed quality.

Additional key words: germination, emergency,

INTRODUCCION

La marchitez bacteriana del maiz es una de las enfermedades de mayor importancia
fitosanitaria debido a que se transmite por semilla y puede afectar la planta en cualquier
etapa de su desarrollo. Silva-Rojas et al. (2010) reportan indices de transmision por
semilla de hasta 26%, valor por encima de los reportados para el género Pantoea. Por
otra parte, Hui-Ying et al. (2011) reportan indices de 100% y mencionan que P.
agglomerans puede moverse de semilla infectada a hojas y a semillas a traves del
sistema vascular de las plantas de maiz.

Las semillas son un componente esencial para la produccion. Alrededor del 90% de
los cultivos alimenticios en el mundo se propagan por semilla y gran parte de ellos son

atacados por patdgenos los cuales en su mayoria también son transmitidos por semilla
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(Agarwal and Sinclair, 1996). Por lo anterior, se requieren ambientes libres de
patdgenos que puedan infectar a los lotes de produccién de semillas.

Las bacterias fitopatdgenas transmitidas por semilla son responsables de la re-
emergencia de enfermedades pasadas, asi como la introduccion de enfermedades a
nuevas areas (Gitaitis and Walcott (2007). Por esta situacion se estan haciendo
esfuerzos por desarrollar nuevas pruebas de sanidad de semillas aprovechando las
nuevas tecnologias para mejorar su sensibilidad y selectividad.

Se han realizado algunos estudios para conocer los indices de transmision por semilla,
sin embargo, hay poca informacién respecto a la calidad de la semilla procedente de
planta madre infectada. Con base en lo anterior, el presente trabajo se realiz6 con el
propasito de conocer el efecto de la severidad de P. agglomerans en plantas de maiz

en la germinacion y vigor de la semilla.

MATERIALES Y METODOS

Genotipos y establecimiento en campo. Se utilizaron los hibridos de maiz Triunfo
(trilineal comercial) y 9BX52 (cruza simple experimental), los cuales se establecieron
en lotes de 24 X 7m, obteniendo 30 surcos a una distancia de 80 cm entre surcosy a
30 cm entre plantas.

Evaluacion de la enfermedad. La evaluacion de la enfermedad se realiz6 desde la
aparicion de los primeros sintomas hasta los 132 dias después de la siembra. Se
registro la incidencia total, la incidencia de infeccion no sistémica y la incidencia de
infeccion sistémica, para lo cual se considero la escala de Suparyono y Pataky (1989):

planta sana= 0% de infeccion, infeccidon no sistémica= lesiones en una hoja de 1-
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15%, infeccion sistémica = lesiones en mas de una hoja > 15%, planta marchita o
muerta.

Obtencion de semilla. Las mazorcas se cosecharon manualmente en madurez de
cosecha a los 174 dias después de la siembra. Las semillas se desgranaron y se
formaron compuestos por tipo de infeccion de la planta (sana, no sistémicay sistémica)
en cada genotipo. Para realizar las pruebas de germinacion y vigor se generaron seis
tratamientos y ocho repeticiones con un disefio factorial 2 X 3 (2 genotipos y tres tipos
de infeccion).

Peso de mil semillas. Se contaron y pesaron 100 semillas de cada tratamiento y se
calculo el coeficiente de variacion. El peso de mil semillas se obtuvo multiplicando por
10 la media aritmética de las ocho repeticiones (ISTA, 2005).

Germinacion estandar. Se colocaron 400 semillas de cada tratamiento entre papel
toalla con cuatro repeticiones de 100 semillas cada una. Las toallas se enrollaron y
colocaron en una cadmara germinadora a 25°C por siete dias. Al término de este
periodo, se evaluaron las siguientes variables: porcentaje de germinacion al primer
conteo (PGPC), porcentaje de germinacion total (plantulas normales) (PG), porcentaje
de plantulas anormales (PPA) y viabilidad (plantulas normales + anormales) (VI). El
primer conteo se realizé a los cuatro dias después de siembra y el conteo final a los
siete dias usando los criterios de la ISTA (2005).

Prueba de vigor. La prueba se realizé en un invernadero movil tipo microtanel en un
disefio experimental completamente al azar con cuatro repeticiones. Se sembraron
100 semillas por tratamiento a una profundidad de 5.5 cm. Las semillas se colocaron

en un semillero de 2.0 m de ancho por 5.0 m de largo con arena como sustrato. La
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unidad experimental estuvo conformada por dos surcos de 50 semillas cada uno con
una distancia entre surcos y semillas de 10 y 3.6 cm, respectivamente.

El porcentaje de emergencia diario (PE) se registré a los siete y a los 14 dias después
de la siembra. Se consider6é emergida una plantula cuando la punta del coleoptilo fue
visible. Se calculo la velocidad de emergencia (VE) con la férmula de Maguire (1962).
A 28 dias después la siembra se cosecharon las plantulas y se seleccionaron al azar
20 plantas de cada unidad experimental para determinar la longitud de la parte aérea
(LPA) en centimetros por planta, peso fresco de la parte aérea (PFA) en gramos por
planta y peso seco de la parte aérea (PSA) en miligramos por planta.

Andlisis estadistico. Todas las variables, excepto peso de mil semillas, se sometieron
al andlisis de varianza mediante el procedimiento PROC GLM del paquete estadistico
SAS version 8.0 (SAS Institute, 1999), a las variables con diferencias significativas se
les hizo la prueba de comparacion multiple de medias de Tukey. Los valores en
porcentaje se transformaron a arco seno /%4y, -

RESULTADOS

Evaluacion de la enfermedad. Los primeros sintomas fueron visibles a los 48 dias
después de la siembra (dds) con una incidencia de 1.4% en Triunfo y 2.1% en 9BX52
A partir de los 93 dds no se registré6 aumento en la incidencia en ambos hibridos. La
incidencia final fue de 26% en Triunfo y 26.9% en 9BX52 , sin embargo, la incidencia

de infeccion sistémica fue mayor en Triunfo con 3.6% por 2.8% en 9BX52 (Figura 1).
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Figura 1. Incidencia de plantas de maiz con estriado clorético y marchitez causado por

Pantoea agglomerans en los hibridos a)Triunfo y b) 9BX52, evaluadas durante el ciclo

primavera-verano 2003 en Montecillo, Estado de México.

Peso de mil semillas. En ambos genotipos se observa una tendencia a disminuir de

acuerdo con el tipo de infeccion (Cuadro 1), lo cual indica que la infeccion de la planta

por P. agglomerans tiene influencia sobre esta variable que se considera como la mas

importante para clasificar el tamafio de semilla (Thomson, 1979). Consecuentemente,

la media de las muestras obtenidas de plantas infectadas sistémicamente de ambos

genotipos fue menor estadisticamente que las de plantas sanas.

Cuadro 1. Peso de mil semillas (gramos) por genotipo y por tipo de infeccion.

Genotipo

Tipo de infeccién

Sanas

No sistémica Sistémica

Media

Triunfo

329.88

298.21 220.88

282.99
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9Bx52 359.92 288.25 264.66 304.28

Media 344.90 293.23 242.77 293.63

Germinacion estandar. El andlisis estadistico mostré diferencias altamente
significativas (P<0.01) entre tipo de infeccion en las variables PG y VI, y diferencias
significativas (P<0.05) en PGPC (Cuadro 2). Se encontraron diferencias significativas
(P<0.05) entre genotipos en las variables PGPC y PG. La interaccion genotipo por tipo

de infeccidn fue significativa nicamente en la variable PGPC.

Cuadro 2. Cuadrados medios del analisis de varianza de las variables de la prueba de

germinacioén en laboratorio.

FV GL PGPC PG Vi

Gen 1 0.018* 0.017~* 0.010
Infec 2 0.011 0.058** 0.050**
Gen*Infec 2 0.020* 0.007 0.000
Media 42.08 92.46 94.67
R? 0.55 0.78 0.71
C.Vv 8.53 3.66 3.71

Gen= genotipo (Triunfo, 9BX52); Infec= tipo de infeccion (sana, sistémica, no
sistémica); PGPC=Germinacion al primer conteo; PG=Porcentaje de germinacion;
VI=Viabilidad.

Valores seguidos por * o ** indican significancia a P<0.05 o P<0.01, respectivamente.
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El hibrido Triunfo presenté el mayor valor en la variable PGPC. Sin embargo, en PG
fue inferior que el hibrido 9BX52 (Cuadro 3). En el analisis de comparacion de medias
de la interaccién (Cuadro 6) el valor mas alto de PGPC lo tuvo la muestra de semillas

de plantas infectadas sistémicamente del hibrido Triunfo.

Cuadro 3. Comparacion de medias por genotipo.

Genotipo PGPC (%) PG (%)
Triunfo 44.75aY 91.08b
9B X 52 39.42b 93.83a

YWalores en cada columna seguidos por la misma letra no son diferentes
estadisticamente al 5% de nivel de probabilidad segun la prueba de Tukey P<0.05.

PGPC, porcentaje de germinacion al primer conteo. PG, porcentaje de germinacién

Prueba de vigor: Se encontraron diferencias altamente significativas (P<0.01) entre
tipo de infeccion en las variables VE y PE. Las variables LPA, PFA y PSA mostraron
diferencias significativas (P<0.05) entre tipo de infeccion (Cuadro 4). Para ninguna
variable hubo diferencias entre genotipos. Sin embargo, la interaccion genotipo por
tipo de infeccién fue significativa en la variable LPA con valores mas bajos en la

muestra de plantas infectadas sistémicamente del hibrido Triunfo.
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Cuadro 4. Cuadrados medios del andlisis de varianza de las variables de la prueba de

emergencia en microtunel

FV GL VE PE LPA PFA PSA

Gen 1 1.058 0.006 17.716 0.051 4676.04
Infec 2 8.140** 0.177** 62.194* 5.814* 31540.63*
Gen*Infec 2 0.026 0.003 31.180* 2.879 9076.04
Media 12.37 91.33 26.86 4.65 438.13

R? 0.74 0.85 0.61 0.42 0.44

C.vV 4.68 4.52 10.08 24.89 17.81

Gen= genotipo (Triunfo, 9BX52); Infec= tipo de infeccidbn (sana, sistémica, no
sistémica); VE=Velocidad de emergencia; PE=Porcentaje de emergencia,;
LPA=Longitud de la parte aérea; PFA=Peso fresco de la parte aérea; PSA=Peso seco

de la parte aérea.

En general, los valores mas bajos fueron significativamente inferiores en todas las
variables en las muestras de semillas provenientes de plantas con infeccion sistémica
(Cuadro 5). En el caso de la interaccion genotipo por tipo de infeccién las Unicas
variables que mostraron diferencias significativas fueron el porcentaje de germinacion
al primer conteo y longitud de la parte aérea, en el cuadro 6 se muestra la comparacion

de medias para dichas variables.
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Cuadro 5. Comparacion de medias de variables de germinacion y emergencia por tipo

de infeccion.
Tipo de infeccién PG (%) VI (%) VE PE (%) LPA  PFA PSA
(cm) (@) (mg)
Sanas 94.63aY 97.38a 13.17a 97.88a 27.93a 5.09a 475.00a
No sistémica 95.63a 96.13a 12.71a 93.38b 28.96a 5.20ab 473.75a
Sistémica 87.13b 90.50b 11.24b  82.75¢c 23.70b 3.67b  365.63b

YLas cifras en cada columna con letras diferentes son diferentes estadisticamente.

Comparacion multiple de medias DSH, Tukey P<0.05.

Cuadro 6. Comparacion de medias del porcentaje de germinacién al primer conteo
(PGPC) y longitud de la parte aérea (LPA) para la interaccion genotipo por

tipo de infeccion.

Genotipo Tipo de infeccion PGPC (%) LPA (cm)

Triunfo Sanas 42.00ab 29.148ab
No sistémica 37.75b 31.59a
Sistémica 54.00a 22.43c

9B X 52 Sanas 39.00b 26.718abc
No sistémica 41.25ab 26.328abc
Sistémica 38.50b 24.968bc

YLas cifras en cada columna con letras diferentes son diferentes estadisticamente.

Comparacion multiple de medias DSH, Tukey P<0.05.
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En todas las variables los valores significativamente inferiores fueron los de las

muestras de semillas de plantas infectadas sistémicamente (Cuadro 6).

DISCUSION

El peso de mil semillas fue menor en muestras de semillas de plantas infectadas
sistémicamente, lo cual sugiere que éstas eran de menor tamafio que las sanas. No
se tienen reportes sobre el tamafio y peso de la semilla producida en plantas de maiz
infectadas por P. agglomerans. Aunque las plantas con infeccién severa producen
semillas de mala calidad (Pepper, 1967).

La calidad fisiologica se vio afectada por la infeccion de P. agglomerans a la planta. El
porcentaje de germinacion al primer conteo fue mayor en la muestra de semillas de
plantas infectadas sistémicamente del hibrido Triunfo, esto puede deberse al tamario,
ya que dicha muestra fue la que presentd menor peso y esto permitid una rapida
imbibicion.

Los valores de germinacion, viabilidad, velocidad de emergencia, longitud de la parte
aérea, peso fresco de la parte aérea y peso seco de la parte aérea fueron menores en
muestras de semillas de plantas infectadas sistémicamente, las cuales presentaron el
menor peso y por ende un menor tamafo. Al respecto, EI-Abady (2015) sefiala que un
incremento en el tamafio de la semilla aumenta la emergencia y vigor de las plantulas
de maiz.

Sin embargo, en otros estudios no se encontraron diferencias significativas en tamaifo
de semillas sobre la germinacién del hibrido de maiz B-15 (Moreno et al., 1998). En el
caso de la germinacion, el valor mas bajo (85.25%) fue en la muestra de semillas de

plantas infectadas sistémicamente del hibrido Triunfo.
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Diversos autores confirman el efecto del tamafio de semilla de maiz en la germinacion
y vigor (Bockstaller and Girardin, 1994; Molatudi and Mariga, 2009; Yusuf et al., 2014,
El-Abady, 2015).

Por otra parte, reportes sobre los efectos del ambiente en el que se desarrolla la planta
en diferentes aspectos de la calidad de la semilla, incluyendo capacidad de
germinacion, latencia, tamafio y composicion (Fenner, 1992; Ghassemi-Golezani et al.,
1997). En este caso, las condiciones de estrés de la planta provocado por la
enfermedad redujeron la calidad fisiol6gica de la semilla.

Aungue no se evaluo el porcentaje de semillas infectadas, es posible que las plantas
con infeccion sistémica transmitieran la bacteria a la semilla. Block, et al. (1998)
reportaron los valores mas bajos en germinacion en muestras infectadas con P.
stewartii con los mas altos porcentajes de infeccion. Rahmatzai and Saifulla (2011)
sefalan que los patdgenos transmitidos por semilla de maiz reducen la germinacion y
vigor y producen plantulas anormales. En el presente trabajo se observé que los
valores mas altos de plantulas anormales fueron de las semillas de plantas con
infeccion sistémica.

Incluso, enfermedades no asociadas a las semillas, pero que afectan cualquier parte
de la planta pueden producir semillas malformadas y su potencial de germinacién se

reduce o pierde (McGee, 1995).
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CONCLUSION

Las semillas procedentes de plantas de maiz con sintomas de estriado clorotico y
marchitez mostraron valores mas bajos de germinacién y vigor.

En general, las plantas con infeccion sistémica en los hibridos Triunfo y 9BX52
mostraron una reduccion de la calidad de semilla, lo que indica que la infeccion local

a la planta madre no tiene efecto significativo en la calidad de semilla.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados sugieren que el estriado clorético y marchitez del maiz en Montecillo,
Estado de México no es causado por Pantoea stewartii como se habia reportado, lo
cual implica que P. stewartii continuara en la lista de patégenos en la norma
cuarentenaria emitida por la DGSV. Las caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y el
andlisis de la secuencia del 16S rDNA confirmaron la presencia de Pantoea
agglomerans, siendo este trabajo el primer reporte de P. agglomerans asociado al
estriado clorético y marchitez del maiz en Montecillo, Estado de México.

Los resultados relacionados a la epidemiologia de P. agglomerans mostraron
incidencias de 26.13% y 26.87% en los hibridos Triunfo y 9Bx52, respectivamente. En
este estudio la temperatura fue el Gnico factor que se correlacion6 significativamente
con la enfermedad aunque otros reportes sugieren que la humedad y precipitacion
también son importantes en el desarrollo de la enfermedad. El progreso temporal de
la enfermedad se ajusté al modelo monomolecular en ambos hibridos, este modelo es
ideal para explicar las enfermedades monociclicas en el que la transmision por semilla
es fundamental. El patron espacial de la enfermedad fue agregado en Triunfo y
aleatorio en 9Bx52.

La infeccion de P. agglomerans a la planta tiene un efecto negativo en la calidad fisica
y fisiol6gica de la semilla. En este estudio, los valores mas bajos de germinacion y
vigor lo presentaron las semillas provenientes de plantas con infeccion sistémica y no
hubo diferencias significativas entre las semillas de plantas sanas y semillas de plantas

con infeccidon no sistémica.
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Dado que es una bacteria que se encuentra ampliamente distribuida en el mundo y los
altos indices de transmision por semilla, se quiere mas investigacion para diferenciar

entre cepas benéficas y patogénicas, asi como generar estrategias de control.
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