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RESUMEN

Ortiz-Bustos, C.M.; Garcia-Carneros, A.B.; Molinero-Ruiz, L. La marchitez tardia del maiz (Zea mays L.) causada por Cephalosporium maydis
en la Peninsula Ibérica, y otros hongos asociados. Summa Phytopathologica, v.41,n.2, p.107-114, 2015.

Las especies de hongos de suelo asociadas a Cephalosporium maydis
como agente causal de la marchitez tardia del maiz en la Peninsula Ibérica
se identificaron muestreando 19 campos con sintomas de marchitez en las
principales zonas de cultivo entre 2011 y 2012. En el 47% de los campos no
se identifico C. maydis, pero si Fusarium graminearum, F. verticillioides,
F. equiseti, F. proliferatum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani
y Trichoderma harzianum infectando las plantas de maiz. En los campos
restantes, junto a C. maydis se identificaron otros hongos de suelo en
porcentajes apreciables: F. verticillioides (19%), F. proliferatum (19%),
Fequiseti (9%), F. oxysporum (9%) y Pythium oligandrum (9%). El
crecimiento vascular de C. maydis y de otras especies fungicas en plantas
de maiz se confirm¢ analizando plantas con marchitez procedentes de tres
campos diferentes. Tanto C. maydis como F. graminearum, F. equiseti, F.

proliferatum y T. harzianum se aislaron de la insercion entre la raiz y tallo
y a 10 cm de altura en el tallo de las plantas. El efecto de la infeccion por C.
maydis sobre la produccion de las plantas de maiz se cuantificé en macetas
y condiciones seminaturales en el 2011. En plantas inoculadas se obtuvo
una reduccion del peso de las mazorcas del 54%, ademas de pesos de raiz
y de parte aérea (tallo y hojas) significativamente menores en comparacion
con el control no inoculado, lo que sugiere el gran impacto econémico que
puede tener la marchitez tardia en condiciones naturales. Asimismo este
trabajo pone de manifiesto el grado de complejidad de la etiologia de la
marchitez tardia, que deberia ser estudiado mediante la confirmacion de la
patogenicidad de los hongos de suelo identificados en maiz, con el fin de
determinar el papel que puede jugar cada una de estas especies en el desarrollo
de la enfermedad y/o severidad de los sintomas.

Palabras claves: Etiologia, Fusarium graminearum Schwabe, Fusarium proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach & Nirenberg, Fusarium

verticillioides (Sacc.) Nirenberg, hongos de suelo.

RESUMO

Ortiz-Bustos, C.M.; Garcia-Carneros, A.B.; Molinero-Ruiz, L. Murcha tardia do milho (Zea mays L.) causada por Cephalosporium maydis e outros
fungos associados na Peninsula Ibérica. Summa Phytopathologica, v.41,n.2, p.107-114, 2015.

As espécies de fungos de solo associadas ao Cephalosporium maydis
como agente causal da murcha tardia do milho na Peninsula Ibérica,
foram identificadas rastreando 19 campos com sintomas de murcha nas
principais zonas de cultivo entre 2011 ¢ 2012. Em 47% dos campos
ndo foi identificado C. maydis, mas sim Fusarium graminearum, F.
verticillioides, F. equiseti, F. proliferatum, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani e Trichoderma harzianum que infetaram as plantas
de milho. Nos restantes campos, além do C. maydis foram identificados
outros fungos de solo em percentagens apreciaveis: F. verticillioides
(19%), F. proliferatum (19%), F.equiseti (9%), F. oxysporum (9%) e
Pythium oligandrum (9%). O crescimento vascular do C. maydis e de
outras espécies fungicas em plantas de milho foi confirmado através de
analises de plantas com murcha procedente de trés campos diferentes.
Tanto C. maydis como F. graminearum, F. equiseti, F. proliferatumy T.

harzianum foram isolados na inser¢do entre a raiz ¢ o caule e a 10 cm
de altura no caule das plantas. O efeito da infe¢@o por C. maydis sobre
aprodugdo das plantas de milho, quantificou-se em vasos e condi¢des
semi-naturais em 2011. Em plantas inoculadas, obteve-se uma
redu¢@o do peso das magarocas de 54%, além da reduc@o dos pesos
da raiz e parte aérea (folhas e caule) que foram significativamente
menores em comparagdo com o controle nao inoculado, o que sugere
o grande impacto econdmico que pode ter o emurchecimento tardio
em condig¢des naturais. De igual forma , este trabalho real¢a o grau
de complexidade da etiologia do emurchecimento tardio, que deveria
ser estudado mediante a confirmag@o da patogenecidade dos fungos
de solo identificados no milho, com o objetivo de determinar o papel
de cada uma destas espécies no desenvolvimento da doenga e/ou
severidade dos sintomas.

Palavras-chave: Etiologia, Fusarium graminearum Schwabe, Fusarium proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach & Nirenberg, Fusarium

verticillioides (Sacc.) Nirenberg, fungos de solo.
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ABSTRACT

Ortiz-Bustos, C.M.; Garcia-Carneros, A.B.; Molinero-Ruiz, L. The late wilt of corn (Zea mays L.) caused by Cephalosporium maydis and other
fungi associated at the Iberian Peninsula. Summa Phytopathologica, v.41,1n.2, p.107-114, 2015.

The soil-borne fungal species associated with Cephalosporium maydis, as
the causal agent of late wilt of corn at the Iberian Peninsula, were identified by
monitoring 19 fields showing wilt symptoms in the major crop areas between
2011 and 2012. In 47% of the fields, C. maydis was not identified, but Fusarium
graminearum, F. verticillioides, F. equiseti, F. proliferatum, Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani and Trichoderma harzianum were found to
infect corn plants. In the remaining fields, besides C. maydis, other soil-
borne fungi were identified at considerable percentages: F. verticillioides
(19%), F. proliferatum (19%), F.equiseti (9%), F. oxysporum (9%) and
Pythium oligandrum (9%). The vascular growth of C. maydis and other
fungal species in corn plants was confirmed by means of analyses with
plants showing wilt from three different fields. Both C. maydis and F.

graminearum, F. equiseti, F. proliferatum and T. harzianum were isolated at
the insertion between the root and the stem and at 10cm height on the stem
of plants. The effect of infection by C. maydis on corn plant production
was quantified in pots under semi-natural conditions in 2011. In inoculated
plants, there was a 54% reduction in the weight of cobs, in addition to a
reduction in the weight of roots and shoot (leaves and stem) which were
significantly smaller compared to the non-inoculated control; this suggests
the great economic impact that late wilt may have under natural conditions.
Similarly, this study highlights the complexity degree of the etiology of late
wilt, which should be studied by confirming the pathogenesis of the soil-borne
fungi identified in the corn with the aim of determining the role of each species
on the development of the disease and/or the severity of symptoms.

Additional keywords: Etiology, Fusarium graminearum Schwabe, Fusarium proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach & Nirenberg, Fusarium

verticillioides (Sacc.) Nirenberg, soil-borne fungi.

En la Peninsula Ibérica se cultiva el 5.1% del area de maiz
producido en la Unién Europea (UE) y se concentra el 6.6% de la
produccion total. Estos porcentajes la sitlian dentro de los ocho primeros
paises de la UE con mayores cifras de produccion y superficie en el afio
2011 (4). Las condiciones climaticas predominantes en la Peninsula
Ibérica hacen que mas del 90% de la superficie corresponda al cultivo
de regadio, concentrandose éste mayoritariamente en los valles de los
principales rios. El maiz se cultiva en secano en Galicia en Espafia (10)
y en el Alentejo en Portugal (11).

En 2003, se detectaron por primera vez en la Peninsula Ibérica
sintomas prematuros de marchitez en algunos campos de maiz.
Investigaciones realizadas en los aflos posteriores permitieron asociar
estos sintomas con una enfermedad vascular, la marchitez tardia,
causada por Cephalosporium maydis Samra, Sabet & Hing. (12). La
marchitez tardia s6lo se habia detectd con anterioridad en Egipto (22),
India (17) y Hungria (18).

Cephalosporium maydis infecta a la planta a través de las raices
y asciende por el xilema colonizandola sistémicamente. El sintoma
inicial de la enfermedad es la marchitez en hojas desde el borde hacia
lanervadura central, comenzando por las hojas inferiores y ascendiendo
hacia las superiores. Los sintomas aparecen en momentos proximos a la
floracion y van agravandose hasta poco antes de alcanzar la madurez .
A medida que la marchitez de las hojas se intensifica, aparecen estrias
amarillas o marrdn-rojizas en los entrenudos basales del tallo. Al cabo
de unos dias los tallos se secan y se quiebran (12). Existen otros hongos
habitantes del suelo que pueden penetrar a través de las raices de la
planta e instalarse en ella causando sintomas que suelen confundirse
con los causados por C. maydis. Entre ellos cabe mencionar Fusarium
moniliforme J. Sheld. (sin. F. verticillioides) y F. graminearum,
causantes de pudriciones del tallo en maiz (3, 7). Trabajos previos
han puesto de manifiesto la interaccion patogénica entre C. maydis
y otras especies fungicas como Fusarium oxysporum Schltdl. Se ha
comprobado que C. maydis aumenta la tolerancia a la marchitez en
algodon causada por . oxysporum cuando ambos hongos actiian de
forma conjunta (20).

En el presente estudio se identifican las especies de hongos de
suelo asociadas a C. maydis como agente causal de la marchitez tardia
del maiz en la Peninsula Ibérica, en algunos casos co-infectando las
plantas. También es cuantificada la pérdida de produccion debido a la
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infeccion por C. maydis en condiciones seminaturales.

MATERIAL Y METODOS

Identificacion de especies de hongos de suelo asociadas a C.
maydis como agente causal de la marchitez tardia

Se realizaron prospecciones en los aflos 2011 y 2012 en un total de
19 campos de maiz de la Peninsula Ibérica donde se observaron plantas
que presentaban sintomas de marchitez. Los campos se localizaban
en las cuencas de los rios Guadalquivir, Guadiana, Tajo y Ebro,
concretamente en las provincias de Sevilla, Badajoz, Toledo, Zaragoza,
Huesca y Madrid, y en el distrito portugués de Santarem. (Tabla 1)

Las prospecciones se realizaron entre los meses de julio y octubre
y las muestras consistieron en 2-6 plantas por parcela. Se tomaron
muestras de la parte basal de cada planta, incluyendo 10-20 cm de
tallo, cuello y raices. Se desinfectaron secciones transversales de la
insercion entre el tallo y la raiz con hipoclorito sédico al 20% durante
3-4 minutos y se lavaron durante 3-4 minutos en agua destilada.
Después de secarlas al aire, se sembraron en placas Petri con medio
CMA_ (Corn-Meal-Agar, 17g de harina de maiz—agary 0,3g de sulfato
de estreptomicina por litro de agua destilada). Una vez sembradas, las
placas se incubaron en oscuridad a 28°C. Transcurridas 72 h, de las
colonias fungicas observadas en la superficie del medio de cultivo se
tomaron extremos hifales que se sembraron de nuevo en CMA_ para
ser identificados morfologicamente. La identificacion de los aislados
de C. maydis se llevé a cabo a partir de las caracteristicas descritas por
Samra et al. (22) en medio PDA, que coinciden con las que se observan
en medio CMA (12).Al procesar las muestras de plantas sintomaticas
se recuperaron consistentemente otras colonias fungicas diferentes a C.
maydis. Extremos hifales de estas colonias se transfirieron a placas con
PDA (39g de patata dextrosa-agar, 0,3g de sulfato de estreptomicina por
litro de agua destilada) y se incubaron en oscuridad a 25°C durante 72h.
Laidentificacion se realizo mediante observaciones de hifas, conidias y
conidi6foros en el microscopio y segun Ainsworth et al. (1), Barnett &
Hunter (2), Leslie & Summerell (9) y Nelson et al. (15), y se confirmo
molecularmente mediante la amplificacion de la region ITS del ADN
ribésomico con los primers ITS-4 e ITS-5. La region amplificada se
secuencid y compar6 con la base de datos del NCBI utilizando la
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Tabla 1. Localizacion geografica (valle, localidad y finca) de campos de maiz afectados por marchitez tardia prospectados en 2011 y 2012, y n°

de plantas (muestras) analizadas en cada campo

Muestra Valle Localidad® Finca Aio N° plantas procesadas
1 Tajo Santarem, Santarem, PO - 2011 2
2 Guadalquivir Las Cabezas de San Juan, Sevilla, ES Don Bartolomé 2012 5
3 Tajo Talavera de la Reina, Toledo, ES - 2012 3
4 Guadiana Guarefia, Badajoz, ES - 2012 4
5 Tajo Afiover del Tajo, Toledo, ES Los Huertos 2012 6
6 Tajo Mocejon, Toledo, ES - 2012 4
7 Tajo Mocejon, Toledo, ES - 2012 4
8 Tajo Coruche, Santarem, PO Corte Loulé 2012 3
9 Tajo Salvaterra de Magos, Santarem, PO Lecas Raposo 2012 2
10 Ebro Torres de Alcanadre, Huesca, ES - 2012 6
11 Tajo Golega, Santarem, PO Labruja 2012 3
12 Tajo Almeirim, Santarem, PO 2012 3
13 Tajo Alpiarca, Santarem, PO Alameda 2012 3
14 Guadalquivir Sevilla, Sevilla, ES - 2012 3
15 Ebro Alagon, Zaragoza, ES - 2012 4
16 Tajo Villamejor, Madrid, ES - 2012 4
17 Tajo San Martin de la Vega, Madrid, ES - 2012 2
18 Tajo Salvaterra de Magos, Santarem, PO Hnos Raposo 2012 3
19 Tajo Tomar, Santarem, PO Agroramilo 2012 5

* Se indican localidad, provincia/distrito y pais (ES: Espafia y PO: Portugal) de las muestras analizadas.

® = nombre de la finca desconocido.

aplicacion BLAST.

La co-infeccion vascular de C. maydis y otras especies fungicas en
plantas de maiz se estudio seleccionando tres parcelas de distinto ambito
geografico (dos en Espaiia y una en Portugal) y tomando muestras de
2-5 plantas en cada una de ellas. (Tabla 2). En cada planta se tomaron
secciones transversales de la insercion entre la raiz y el tallo, y del
tallo, a una distancia de 10 cm de la insercion de éste con la raiz, las
cuales se procesaron siguiendo el procedimiento anteriormente descrito.
Las colonias de C. maydis se identificaron morfolégicamente y las
restantes especies fungicas se identificaron tanto morfolégicamente
como molecularmente segin las metodologias descritas previamente.

Una vez identificadas, todas las colonias fungicas, incluidas las
de C. maydis, se conservaron en la coleccion mantenida en el Instituto
de Agricultura Sostenible, CSIC, Cérdoba (Espafia).

Efecto de la infeccion de C. maydis sobre la produccion de maiz
en condiciones seminaturales

Para determinar el efecto de la enfermedad en la produccion de maiz
se realizé un experimento en condiciones seminaturales (umbraculo)
entre los meses de marzo y julio del afio 2011 en Coérdoba. Se eligid

un aislado de C. maydis seleccionado en prospecciones anteriores
realizadas en el afio 2009. Se inocularon 6 plantas (repeticiones) de
la variedad susceptible de maiz V1 (Monsanto Agricultura Espaiia,
S.L.). Como control se utilizaron 6 plantas no inoculadas de la misma
variedad.

La inoculacion de las plantas se realizéo mediante la adicion de 200
gramos de granos de trigo colonizados por C. maydis a un sustrato estéril
(1 arena: 1 limo, v/v) en macetas de 5 litros, donde se sembraban las
semillas de maiz previamente germinadas y con una longitud de raiz
de 5-10 mm. En el caso de las plantas control, se emplearon granos
de trigo sin el hongo.

El trigo se esterilizé en autoclave, se infestd con discos (9 mm
de diametro) de 10 dias de edad de C. maydis en PDA (8 discos por
cada 250 g de trigo). Los frascos se incubaron a temperatura ambiente
durante 4 semanas.

Las plantas se regaron a demanda durante el experimento, se
abonaron con 2.3g de urea por maceta tres veces durante el primer
mes tras la siembra y con una solucion nutritiva completa (6) dos veces
por semana desde la siembra hasta el levantamiento del experimento.

Transcurridas 15 semanas de la inoculacion, se evaluaron los

Tabla 2. Procedencia de plantas de maiz con sintomas de marchitez tardia seleccionadas para la identificacion de la co-infeccion de Cephalosporium

maydis y otras especies fingicas en ellas

Origen geografico

N° plantas sintomaticas muestreadas

Valle Localidad Finca

Tajo Tomar, Santarem, PO Agroramilo 5
Guadalquivir Posadas, Cordoba, ES Mingahover 3
Guadalquivir Posadas, Cérdoba, ES La Estrella 2
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sintomas aéreos de las plantas siguiendo una escala del 1 al 9 siendo 1
el valor correspondiente a una planta sana y 9 a una planta con toda la
parte aérea marchita. También se observaron los sintomas en las raices
asignando a cada planta un valor de 0 a 4 donde el valor 0 representa
a raices con aspecto normal y el valor 4 a raices completamente
necrosadas. Ademas se pesaron la raiz y la parte aérea (tallo, hojas y
mazorcas) de cada planta.

El disefio experimental usado fue completamente aleatorizado.
Los datos de los sintomas finales en la raiz (previa transformacion sqrt
[(valor escala + 0.5)]) y en la parte aérea, y los pesos finales de ambas
partes de la planta se procesaron estadisticamente mediante un analisis
de varianza (ANOVA). Cuando existian diferencias significativas se
aplico el test de minima diferencia significativa protegida de Fisher al
nivel de probabilidad de 5%.

RESULTADOS

Identificacion de especies de hongos de suelo asociadas a C.
maydis como agente causal de la marchitez tardia

Se aislo C. maydis en el 53% de los campos prospectados (Tabla 3),
encontrandose éstos localizados en los valles de los rios Guadalquivir,
Guadiana y Tajo. Por otro lado, C. maydis se identifico en los dos
aflos de muestreo y tanto en Espafia como en Portugal. Todos los
aislados mostraron la morfologia descrita por Samra et al. (22) y su
patogenicidad se ha confirmado en trabajos previos (5, 16).

La frecuencia con que se identificaron otras especies fungicas en
los mismos o en diferentes campos de maiz en los que se identifico C.
maydis se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Frecuencia (%) de identificacion de C. maydis y otras especies
fingicas en los 19 campos de maiz prospectados en la Peninsula Ibérica
en los aflos 2011 y 2012

Hongos identificados Total de campos %

Sélo otras especies fungicas 9 47

C. maydis y otras especies fingicas 10 53

Todos los analisis moleculares dieron valores de similitud del 92-
100% entre la secuencia de ADN y las secuencias depositadas en la
base de datos de GenBank. (Tabla 4)

En 9 de las 19 prospecciones efectuadas no se consigui6 aislar C.
maydis en plantas con sintomas de marchitez tardia, sin embargo fue
posible recuperar otros hongos. En la Figura 1 se muestran las especies
fungicas halladas y el porcentaje de aparicion de las mismas. Como se
muestra en la Figura 1A, el género que se aislé con mayor frecuencia
en las plantas de estas parcelas (53%) fue Fusarium Link. si bien el
5% de los aislados de este género no se pudieron identificar a nivel de
especie. Las especies infectivas de maiz mas representativas en estos
campos fueron F. graminearum 'y F. verticillioides que aparecieron, en
ambos casos, en un 16% de los aislamientos, seguidas por Fusarium
equiseti (Corda) Sacc., Trichoderma harzianum Rifaiy Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid., ambas en un 11%. Otros hongos de suelo
importantes que se identificaron infectando maiz en estos campos
fueron F. proliferatum y Rhizoctonia solani J.G. Kiihn.

Paralelamente, en los campos prospectados donde se identifico
C. maydis, se aislaron otras especies fungicas que infectaban las
plantas de maiz (Tabla 3). La frecuencia de aparicion de estos hongos
en los aislamientos se muestra en la Figura 1B. Ademas del género
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Tabla 4. Especies fungicas identificadas y porcentaje (%) de similitud
entre la secuencia analizada y las secuencias almacenadas en la base
de datos de GenBank

Muestra

Especies fiingicas

identificada®

Referencia GenBank
(% Similitud)

10

12

13

14

15

16

18

19

Cephalosporium maydis
Fusarium proliferatum
Rhizoctonia solani
Fusarium sp.

F. proliferatum
Gibberella moniliformis
Pythium acanthophoron
C. maydis

Fusarium equiseti

G. moniliformis

Gibberella sacchari

Phaeocytostroma ambiguum

C. maydis

G. moniliformis
Pythium oligandrum
C. maydis

G. moniliformis
Coprinopsis urticicola
Hypocrea lixii

C. maydis

F. equiseti

P. oligandrum
Gibberella zeae
Stenocarpella maydis
C. maydis

F. proliferatum

F. equiseti

G. moniliformis

C. maydis
Ceratobasidium sp.
Fusarium oxysporum
R. solani
Macrophomina phaseolina
F. equiseti

G. zeae

M. phaseolina

C. maydis

Gibberella intermedia
H. lixii

G. moniliformis

G. zeae

H. lixii

Pythium periplocum
C. maydis

F. oxysporum
Gibberella fujikuroi
G. zeae

C. maydis

F. proliferatum

G. moniliformis

b

EU821492.1 (100)

EU821492.1 (100)
HQ176445.1 (100)
AB355644.1 (99)

GQ505694.1 (100)
HQ176445.1 (100)
AF455450.1 (100)
FR748043.1 (100)
EU364864.1(100)
HQ832778.1 (100)

HQ176445.1 (100)
HQ847015.1 (92)
JQ040357 (100)
EU326202.1 (100)
HQ832778.1 (99)
HQ832817.1 (100)
FR748057.1 (99)

EU821492.1 (100)
JQ936260.1 (99)
HQ176445.1 (100)
HM623632.1 (92)
JF731234.1 (100)
JQ946295.1 (100)
GU046905.1 (99)
AY147362.1 (100)

GU046905.1 (99)

JX241655.1 (99)

GUS811234.1 (99)

KC254035.1 (99)
HM?776427.1 (100)

JF499676.1 (99)

* Se presenta el anamorfo o el teleomorfo de cada especie segln la referencia
de GenBank.

b

--- = la especie fungica se identifico morfologicamente.
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Ceratobasidium D.P. Rogers se aislaron 11 especies diferentes,
perteneciendo 7 de ellas al género Fusarium, que representd el 71
% del total de especies fingicas aisladas. Las especies fiungicas mas
frecuentemente aisladas de las plantas junto con C. maydis fueron F.
proliferatumy F. verticillioides, constituyendo un 19% en ambos casos.
El resto de hongos recuperados correspondieron a las especies Pythium
oligandrum Drechsler, R. solani, T. harzianum y Phaeocytostroma
ambiguum (Mont.) Petr.

En la Figura 2 se muestran de forma esquematica las especies
fingicas aisladas en el tallo y en la insercion raiz-tallo en plantas
enfermas procedentes de las tres fincas evaluadas. La frecuencia de
aislamiento de cada una de las especies se expresa, en cada finca, como
nimero de plantas donde se ha aislado la especie respecto al total de
plantas analizadas.

Fusarium

Cephalosporium maydis fue recuperado en todas las plantas
analizadas en las fincas cordobesas y en 2 de las 5 plantas procedentes
de la finca de origen portugués. En plantas de las tres fincas fue posible
aislar C. maydis en el tallo. Sin embargo, del material vegetal seccionado
de la insercion raiz-tallo, solo se recuperd C. maydis en las plantas
procedentes de las fincas de Cordoba.

Junto con C. maydis, en las plantas sintomaticas se hallaron otras
5 especies fungicas distintas pertenecientes a los géneros Fusarium y
Trichoderma Pers. De ellas, solo F. proliferatum fue aislada en plantas
de fincas distintas.

En la finca Agroramilo Unicamente se identificaron especies
de Fusarium en co-infeccion con C. maydis. SOlo F. equiseti y F.
proliferatum se recuperaron de las dos zonas analizadas de las plantas
sintomaticas. Las otras especies infectivas de maiz halladas en esta

. A
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Fusarium P a.ls f ;, ma maydis
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Figura 1. Frecuencia (%) de identificacion de distintas especies fingicas en los aislamientos realizados a partir de plantas de maiz con sintomas de marchitez tardia
en las que no se detect6 a Cephalosporium maydis (A) y en las que si se recuperd C. maydis (B).

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 41, n. 2, p. 107-114, 2015

111



finca, F. graminearumy F. verticillioides, aparecieron exclusivamente
en el tallo y en la insercion de éste con la raiz respectivamente.

En cada una de las dos fincas cordobesas (Mingahover y La
Estrella), se detectd s6lo un hongo distinto a C. maydis y en una sola
planta del total de plantas analizadas en cada una. De este modo, se aislo
F proliferatum en la finca Mingahover y 7. harzianum en La Estrella.

Por ultimo, y respecto a la distribucion de especies en las plantas,
tanto £ equiseti como F. proliferatum se aislaron en las dos partes
analizadas (finca Agroramilo). En la insercion de la raiz con el tallo
pero no mas arriba en la planta se recuperaron F. verticillioides (finca
Agroramilo) y F. proliferatum (finca Mingahover). Por el contrario,
los hongos F. graminearum (finca Agroramilo) y 7. harzianum (finca
La Estrella) se aislaron del tallo pero no de su insercion con la raiz.

Efecto de la infeccion de C. maydis sobre la producciéon de maiz
en condiciones seminaturales

El analisis estadistico ANOVA establecio diferencias significativas
entre las plantas inoculadas y las plantas control tanto de los sintomas
aéreos como de los de raiz (p<0.0001 en ambos casos). Al comparar los
valores medios de ambas variables de la enfermedad se observé que,
mientras las plantas inoculadas alcanzaron valores de 8.5y 3.5 en la
escala de sintomas aéreos y de raiz respectivamente, las no inoculadas
tuvieron los valores minimos de ambas escalas, es decir, 1 en la escala
de sintomas aéreos y 0 en la de raiz (Figura 3A).

Respecto al analisis entre los pesos de las plantas inoculadas y
no inoculadas, el ANOVA arroj6 diferencias significativas en peso de
parte aérea (tallo mas hojas) (p<0.0001), peso de raiz (p=0.0002) y

Finca Agroramilo
Fverticillioides (2/5)

F. equiseti (2/5)

F. pwoliferatum (1/5)

Finca Mingahover
C. maydis (3/3)

F. proliferanum (1/3)

Finca I.a Estrella

C. maydis (2/2)

peso de mazorca (p=0.0001). Las plantasinoculadas redujeron el peso
de su parte aérea en un 77% respecto a las plantas control y el peso
de la raiz de las plantas inoculadas disminuy6 en un 83% respecto
al de las plantas sin inocular. En cuanto a la produccion, se detectd
un efecto similar al descrito anteriormente: Las plantas inoculadas
experimentaron una reduccion del peso de mazorca del 54% respecto
a las plantas control (Figura 3B).

DISCUSION

La presencia de C. maydis en los valles de los rios Tajo, Guadiana y
Guadalquivir ha sido referida recientemente (16), pero por el momento
los sintomas de marchitez observados en las muestras procedentes
del valle del rio Ebro no se han podido asociar a infecciones por el
mismo hongo. Este hecho podria estar relacionado con las diferentes
condiciones medioambientales de la zona en comparacion con las del
centro-sur de la Peninsula. De hecho, la climatologia del centro-sur, con
menor disponibilidad de agua y elevada temperatura, es mas parecida a
la referida por otros autores como favorable para la infeccion del maiz
en Egipto e India (23). No obstante, la ausencia de infecciones por C.
maydis en el valle del Ebro deberia ser investigada en futuros trabajos.

Respecto a la identificacion en algunas plantas con sintomas de
FE graminearum y F. verticillioides pero no de C. maydis, no resulta
inesperado, ya que estos hongos de suelo también son patogenos de maiz
y los sintomas que originan en las plantas son similares (8, 24). Otras
especies identificadas en las muestras, en ausencia de C. maydis, fueron

Finca A il
C. maydis (2/5)
F. graminearum (3/5)
F. equiseri (3/5)

F. proliferatum (1/5)

C. maydis (3/3)

Einca La Estrella
C. maydis (2/2)

T harzianum ( 1.-2)

Figura 2. Esquema de una planta de maiz con la distribucion de especies fingicas aisladas en el tallo y en la insercion raiz-tallo; y frecuencia de aislamiento de cada
una de las especies expresada como niimero de plantas donde se ha aislado la especie respecto al total de plantas analizadas en cada finca.
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Figura 3. Valores medios de sintomas aéreos y en raices (A) y de los pesos de raices, parte aérea (hojas y tallos) y mazorcas (B) de plantas de maiz inoculadas con

C. maydis en comparacion con plantas control no inoculadas.

F proliferatum, M. phaseolina y Stenocarpella maydis (Berk.) B. Sutton,
hongos de suelo que también son patdogenos de maiz y cuya presencia en
las plantas estd asociada a pudriciones de tallo (13, 19, 24). No obstante,
la patogenicidad de los aislados de M. phaseolina y S. maydis, pero,
sobre todo, de los de las diferentes especies de Fusarium identificadas
en este trabajo, deberia confirmarse en futuros experimentos ad hoc.
Por ultimo, otros hongos de suelo mas frecuentemente identificados
junto con C. maydis fueron F. verticillioides y F. proliferatum. También
se identificaron F. graminearum, R. solani, F. equiseti y T. harzianum.
Excepto T. harzianum, que por otro lado tiene una amplia capacidad
colonizadora (14) todas las demas especies pueden infectar maiz y
en algunos casos se han observado junto con C. maydis al realizar
aislamientos de tejidos (19, 21). Los resultados del analisis en distintas
partes de plantas de maiz enfermas confirmaron el comportamiento
vascular de C. maydis, pero también permitieron identificar otros
hongos tanto en la raiz como en el tallo de las plantas. Estos resultados
sugieren que la marchitez tardia puede estar asociada a la presencia de
mas de un agente fungico infectivo. Asi, la enfermedad podria tener
una etiologia compleja, pues la infeccion y el establecimiento de C.
maydis en las plantas pueden estar acompafiados de la penetracion
de especies como F. proliferatum o F. graminearum. Estos hongos
podrian actuar como patégenos per se, 0 ser meros oportunistas que
se instalan en la planta tras la penetracion previa por C. maydis. En
cualquier caso, resulta de interés la investigacion de la patogenicidad de
las especies identificadas en este trabajo, especialmente F. proliferatum
o F. graminearum, en combinacion con C. maydis, con el fin de
determinar qué papel puede jugar cada una de ellas en el desarrollo de
la enfermedad en las plantas de maiz.

En cuanto al efecto de C. maydis sobre la produccion de maiz,
nuestros resultados, obtenidos en condiciones seminaturales de
umbraculo y crecimiento de las plantas en maceta, mostraron que las
plantas inoculadas tuvieron una reduccion del peso de las mazorcas
del 54%, ademas de pesos de raiz y de parte aérea (tallo y hojas)
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significativamente menores. Estos resultados guardan similitud con
los obtenidos en trabajos previos (16) y muestran el elevado impacto
econdmico que puede tener la marchitez tardia del maiz en el campo.
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