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Quezada Salinas A, De Le6n Garcia De Alba C, Hernandez
Anguiano AM y Nava Diaz C. 2013. Evaluacion de métodos
de inoculacion de semillas de maiz con Sporisorium
reilianum f. sp. zeae (Kiihn) Langdon &Fullerton. Revista
Mexicana de Fitopatologia 31 (2): 80-90.

Resumen. El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un
método de inoculacién con teliosporas del hongo
Sporisorium reilianum f. sp. zeae en semillas de maiz que
resulte en un alto y consistente porcentaje de infeccion de
plantulas, e implementarlo en programas de seleccion de
germoplasma resistente a este patdgeno. Semillas de maiz
susceptible a la enfermedad se inocularon con diferentes
métodos que permitieron el contacto entre patogeno y
hospedante (teliosporas-semilla). Las semillas inoculadas
se sembraron en macetas con suelo estéril en condiciones de
25 °Cy fotoperiodo de 12 h luz. A25 d después de la siembra
se cuantifico el nimero de plantulas infectadas mediante la
observacion de micelio en el mesocotilo. Se determind que
semillas inoculadas con una suspensién de 1.7 x 10
teliosporas mL" y 1% de carboximetilcelulosa de sodio,
produjeron 93.3 y 96.6% de infeccion en plantulas de maiz
susceptible del criollo Blanco de Toluca y del hibrido AS-
910, respectivamente. En plantulas infectadas se observo
micelio intracelular en el parénquima del mesocotilo sin
provocar sintomas visibles, en plantas adultas se presento la
formacion de soros en la panoja y mazorca. La identidad del
micelio presente en el mesocotilo se confirmé mediante la
técnica de PCR usando los iniciadores especificos SR1 y
SR2.

Palabras clave adicionales: Zea mays, carbon de la espiga,
carboximetilcelulosa, teliosporas.

El carbon de la espiga del maiz (Zea mays L.), por
Sporisorium reilianum f. sp. zeae (sin. Sphacelotheca
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Abstract. The objective of this work was to develop an
inoculation method with teliospores of the fungus
Sporisorium reilianum £ . sp. zeae in maize seeds resulting in
a consistently high rate of infection of seedlings, and
implement its use in maize germplasm selection programs
for resistant to this pathogen. Susceptible maize seeds to the
disease were inoculated with different methods that allowed
the contact between pathogen and host (teliospores-seed).
Inoculated seeds were planted in pots with sterile soil under
conditions of 25 °C and photoperiod of 12 h light. At 25 d
after sown, the number of infected seedlings was measured
by the observation of mycelium into the mesocotyl. Results
determined that inoculated seeds with a suspension of 1.7 x
107 teliospores mL™' and 1% of sodium
carboximethylcellulose, produced 93.3 and 96.6% of
infected seedlings in susceptible criollo Blanco de Toluca
and hybrid AS-910 maize cultivars, respectively.
Intracellular mycelium in infected seedlings was observed
in the mesocotyl's parenchyma without cause visible
symptoms, in adult plants was detected the formation of sori
in the tassel and cob. The identity of mycelium present in the
mesocotyl was confirmed by PCR test with the use of the
specific primers SR1 and SR2.

Additional keywords: Zea mays, head smut,
carboximethylcellulose, teliospores.

The head smut of maize (Zea mays L.) disease, caused by
Sporisorium reilianum f. sp. zeae (sin. Sphacelotheca
reiliana), is found in several countries in Europe, North and
South America, China, Australia, New Zealand, Western
India, Palestine, and other countries. In Mexico, it is of
major importance in the Bajio area where it caused losses of
up to 30 % from 1956- 1961. This disease is present in the
states of Jalisco, Durango, Hidalgo, Puebla, Querétaro,
Guanajuato, Michoacan, Oaxaca, Sonora, Tamaulipas and
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reiliana), se encuentra en varios paises de Europa, Norte y
Sur de América, China, Australia, Nueva Zelanda, India
occidental, Palestina, y otros paises. En México, es de mayor
importancia en la zona del Bajio donde ocasiono pérdidas de
30% de 1956-1961. Esta enfermedad se encuentra presente
en los estados de Jalisco, Durango, Hidalgo, Puebla,
Querétaro, Guanajuato, Michoacan, Oaxaca, Sonora,
Tamaulipas y Aguascalientes (Aquino et al.,2011).

La reduccion en la produccion por S. reilianum f. sp.
zeae se debe principalmente a la infeccion sistémica y a la
produccion de soros que reemplazan parcial o totalmente a
la mazorca y panoja durante la floracion, afectando asi la
produccion de grano. Los soros son estructuras fructiferas
que contienen teliosporas, las cuales en el siguiente ciclo de
cultivo germinan en el suelo, producen un basidio de cuatro
células y cada célula origina una basidiospora haploide
(Ingold, 1994). La unién de dos basidiosporas haploides
compatibles dan origen al dicarion (hifa parasitica), que
penetra la raiz de las plantulas de maiz (Martinez et al.,
2000) e invade los tejidos en forma sistémica hasta llegar al
meristemo apical (Martinez et al., 1999).

Debido a que la infeccion ocurre durante la
germinacioén y las primeras etapas de desarrollo de la
plantula de maiz, la principal estrategia de control se basa en
la aplicacion de fungicidas a la semilla para evitar el
contacto entre el patdgeno y el hospedante durante estas
etapas (Stienstra ef al., 1985; Martinez y Ledesma, 1990;
Wright et al., 2006). Por otra parte, mediante la evaluacion
de la expresion de la enfermedad se han identificado
variedades e hibridos de maiz tolerantes (Stromberg et al.,
1984; Aquino et al., 2011). Por lo tanto, la obtencion de
materiales resistentes es el método mas efectivo de control
del carbon de la espiga, por ello se requieren técnicas de
inoculacion efectivas para promover la infeccion del
hospedante por el patogeno. Para lograr la infeccion de
plantulas de maiz, se han usado mezclas de suelo con
teliosporas y su deposicion junto con semillas (Stromberg et
al., 1984; Matyac y Kommedahl, 1985b; Whythe y Gevers,
1988; Pradhanang y Ghimire, 1996), suspensiones de
teliosporas aplicadas al momento de la siembra (Baggett y
Koepsell, 1983; Martinez y Ledesma, 1990), inoculacion
hipodérmica de plantulas con basidiosporas (Craig y
Frederiksen, 1992), e infiltracion de teliosporas a la semilla
mediante la generacion de vacio (Metha, 1967). Sin
embargo, estos métodos producen porcentajes de infeccion
que varian de 5 a 95.8 %, lo cual limita su utilidad en un
programa de seleccion de resistencia a la enfermedad.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
desarrollar un método de inoculacion eficaz y, con el cual se
obtenga un alto y consistente porcentaje de infeccion de
plantas, con la finalidad de que pueda implementarse en
programas de seleccion de germoplasma de maiz resistente a
laenfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y almacenaje de teliosporas. En el
verano de 2006 se recolectaron panojas y mazorcas de
plantas de maiz infectadas con Sporisorium reilianum f. sp.
zeae, en lotes con siembras comerciales de maiz en el
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Aguascalientes (Aquino et al.,2011).

The reduction in production by S. reilianum f. sp.
zeae is mainly due to systemic infection and sori production
that partially or completely replace the tassel and ear during
the flowering stage, thus affecting the grain production. Sori
are structures containing teliospores, which in the following
crop cycle they germinate in the soil, produce a four-celled
basidium and each cell originate a haploid basidiospore
(Ingold, 1994). The union of two compatible haploid
basidiospores give rise to a dikaryon (parasitic hyphae) that
penetrates the roots of maize seedlings (Martinez ef al.,
2000) and invades tissues systemically until reaching the
apical meristem (Martinez ez al., 1999).

Because infection occurs during germination and
early seedling development of maize, the main control
strategy is based on the application of fungicides directly to
the seeds to prevent contact between the pathogen and the
host during these stages (Stienstra ez al., 1985; Martinez and
Ledesma, 1990; Wright et al., 2006). Moreover, by
evaluating the expression of the disease, tolerant varieties
and hybrids of maize have been identified (Stromberg et al.,
1984; Aquino et al., 2011). Therefore, obtaining resistant
materials is the most effective control method for head
smut disease, thus, effective inoculation techniques are
required to promote the infection of the host by the
pathogen. In order to achieve the infection of maize
seedlings, mixtures of soil with teliospores have been used
as well as their deposition with seeds (Stromberg et al.,
1984; Matyac and Kommedahl , 1985b; Whythe and Gevers
, 1988; Pradhanang and Ghimire, 1996), teliospore
suspensions applied at time of planting (Baggett and
Koepsell, 1983; Martinez and Ledesma, 1990), hypodermic
inoculation of seedlings with basidiospores (Craig and
Frederiksen, 1992) and infiltration of teliospores to the seed
by generating vacuum (Mehta, 1967). However, these
methods produce a percentage of infection ranging from 5 to
95.8 %, which limits its utility in a resistance selection
program to the disease.

Therefore, the aim of this study was to develop an
effective inoculation method which helps to obtain a
consistently high rate of plants infection, in order to be able
to implement it in maize germplasm selection programs that
are resistant to the disease.

MATERIALSAND METHODS

Collection and storage of teliospores. During
summer 2006, tassels and maize ears of infected plants with
Sporisorium reilianum f. sp. zeae were collected in maize
commercial plots located in Mixquiahuala Municipality,
Hidalgo State, Mexico. The infected plant material was
placed in plastic trays and allowed to dry for 7 d in a
greenhouse, after that time, teliospores were collected and
stored in paper bags at 20+ 2 °C until use.

Viability of teliospores. Teliospores of S. reilianum
f. sp. zeae were used. They were previously disinfested in a
1% (w / v) CuSO, aqueous solution for 24 h, washed with
three changes of sterile distilled water and recovered on
filter paper.

The viability of the inoculum was verified prior to
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Municipio de Mixquiahuala, estado de Hidalgo, México. El
material vegetal infectado se coloco en charolas de plastico
y se dejo secar por 7d en un invernadero, para
posteriormente recuperar las teliosporas en bolsas de papel,
donde se conservaron a 20+ 2 °C hasta su utilizacion.

Viabilidad de teliosporas. Se utilizaron teliosporas
de S. reilianum f. sp. zeae previamente desinfestadas en una
solucion acuosa a 1% (peso/volumen) de CuSO, por 24 h,
lavadas con tres cambios de agua destilada estéril y
recuperadas en papel filtro.

La viabilidad del indculo se verificé previo a los
tratamientos de inoculacion en semilla. Para ello se prepard
una suspension de 50 000 teliosporas mL" en agua destilada
estéril y se depositoé 1 mL por caja Petri con medio de cultivo
Papa Dextrosa Agar (PDA) preparado con papas (Gilchrist
et al., 2005). Las cajas se incubaron en oscuridad a25°Cya
48,72y 96 h después cinco cajas se observaron directamente
al microscopio, se contd el numero de teliosporas
germinadas por campo a una magnificacion de 40X. Por
cada caja se observaron cuatro campos y el promedio de
germinacion se registrd en porcentaje.

Inoculacion de semillas de maiz con teliosporas de
S. reilianum f. sp. zeae. Semillas de maiz de los cultivares
Criollo Blanco de Toluca (CBT) y del hibrido Aspros-910
(AS-910), ambos de endospermo blanco y susceptibles al
carbon de la espiga, se desinfestaron con una solucién a 1.5
% de NaOCl por 3 min, se lavaron con tres cambios de agua
destilada estéril y se secaron a 22 °C sobre papel absorbente
estéril. Luego, las semillas de ambos materiales se
inocularon con teliosporas utilizando los siguientes
métodos:

1. Carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC; marca libre:
Drogueria Metropolitana, México, D.F.). Se prepar6é una
suspensiona 1 % de NaCMCy 1.7 x 10 teliosporas mL". En
esta suspension se incorporaron 50 semillas de maiz por 1
min, se recuperaron individualmente y se colocaron sobre
platos de poliestireno para su secado a temperatura ambiente
(22°C) durante 48 h.

2. Céapsulas. Capsulas farmacéuticas de gelatina rigida
del nimero 1, se llenaron con 500 mg de teliosporas y se
depositaron junto a semillas de maiz al momento de la
siembra en macetas. Se colocd una capsula por semilla.

3. Adyuvante de pesticidas (Agrocer® 010). Se preparo
una suspension a 0.2% (v/v) y 1.7 x 10’ teliosporas mL". En
¢ésta suspension se sumergieron 50 semillas de maiz por 1
min, se recuperaron individualmente y se colocaron sobre
platos de poliestireno para su secado a temperatura ambiente
(22°C) durante 48 h.

4. Dispersante (KEM-KOL™). Se preparé una
suspensiona 0.2 % (v/v) y 1.7 x 10" teliosporas mL™". En ésta
suspension se sumergieron 50 semillas de maiz por 1 min, se
recuperaron individualmente y se colocaron sobre platos de
poliestireno para su secado a temperatura ambiente (22 °C)
durante 48 h.

5. Semilla impregnada con teliosporas. En una bolsa de
polietileno de 20 x 14.5 cm, se depositaron 3 g de
teliosporas, se agregaron 50 semillas de maiz y se mezclaron
por 1 min, se recuperaron individualmente y se colocaron
sobre platos de poliestireno.
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inoculation treatments in seeds. A 50 000 teliospores mL"
suspension was prepared in sterile distilled water and 1 mL
per Petri dish was deposited with Potato Dextrose Agar
(PDA) culture medium prepared from potatoes (Gilchrist et
al., 2005). The dishes were incubated in darkness at 25°C
during 48, 72 and 96 h. Then, five dishes were directly
observed under microscope, the number of germinated
teliospores per field were counted at 40X magnification.
Four fields were observed per case, and the germination
average was recorded as a percentage.

Inoculation of seeds with S. reilianum f. sp. zeae
teliospores. Maize seeds of cultivars Criollo Blanco de
Toluca (CBT) and Aspros-910 (AS-910) hybrid, both of
white endosperm and susceptible to head smut disease, were
disinfected with a 1.5 % NaOCI solution during 3 min,
washed with three changes of sterile distilled water and
dried at 22 °C on sterile absorbent paper. Then, the seeds of
both materials were inoculated with teliospores using the
following methods:

1. Sodium carboxymethylcellulose (NaCMC; own
brand: Drogueria Metropolitana, Mexico, DF). A 1 %
NaCMC and 1.7 x 10" teliospores mL" suspension was
prepared. In this suspension, 50 maize seeds were immersed
for 1 min, individually recovered and placed on polystyrene
plates to dry at room temperature (22 °C) for 48 h.

2. Capsules. Pharmaceutical hard gelatin capsules
Number 1, were filled with 500 mg of teliospores and
deposited with maize seeds at planting in pots. One capsule
per seed was placed.

3. Pesticide Adjuvant (Agrocer” 010). A 1.7 x 10’ mL"
teliospores plus 0.2 % (v/v) suspension was prepared. In this
suspension, 50 maize seeds were immersed for 1 min,
individually recovered and placed on polystyrene plates to
dry atroom temperature (22 °C) for 48 h.

4. Dispersant (KEM-KOL™). A 1.7x 10" mL" teliospores
plus 0.2% (v/v) suspension was prepared. In this suspension,
50 maize seeds were immersed for 1 min, individually
recovered and placed on polystyrene plates to dry at room
temperature (22 °C) for48 h.

5. Seed impregnated with teliospores. In a 20 x 14.5 cm
polyethylene bag, 3 g of teliospores were deposited, 50
maize seeds were added and mixed for 1 min, then recovered
and placed individually on polystyrene plates.

6. Seeds with mechanical damage and impregnated with
teliospores. In order to cause damage to the surface of the
seed, 50 maize seeds were rubbed for 1 min between two
abrasive papers No. 4, then they were placed in a
polyethylene bag of 20 x 14.5 cm with 3 g of teliospores and
mixed for 1 min, then recovered and placed individually on
polystyrene plates.

7. Acrylic enamel (Aero Comex™). In a 20 x 14.5 cm
polyethylene bag, 3 g of teliospores were mixed with 50
maize seeds and stirred for 1 min. The seeds were collected
and, after spray them with spray enamel for 1 min, they were
dried at 22 °C on polystyrene plates at room temperature (22
°C) for48h.

8. Blank. Disinfested seed.

Maize seeds inoculated in previous treatments were
sown in pots with sterile soil (pH 8.0), 5.08 dSm'electrical
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6. Semillas con dafo mecédnico e impregnadas con
teliosporas. Para ocasionar dafios sobre la superficie de la
semilla, entre dos papeles lija No. 4 se frotaron 50 semillas
de maiz por 1 min, posteriormente se depositaron en una
bolsa de polietileno de 20 x 14.5 cm con 3 g de teliosporas y
se mezclaron por 1 min, luego se recuperaron
individualmente y se colocaron sobre platos de poliestireno.

7. Esmalte acrilico (Aero Comex™). En una bolsa de
polietileno de 20 x 14.5 cm, se depositaron 3 g de
teliosporas, se agregaron 50 semillas de maiz y se agitaron
por 1 min. Las semillas se extrajeron y, después de rociarlas
con esmalte en aerosol por 1 min, se secaron a 22 °C sobre
platos de poliestireno para su secado a temperatura ambiente
(22°C) durante 48 h.

8. Testigo. Semilla desinfestada.

Las semillas de maiz inoculadas de los tratamientos
anteriores se sembraron en macetas con suelo estéril con pH
de 8.0, conductividad eléctrica de 5.08 dSm”, contenido de
materia organica de 3.23% y textura franco-arenosa (arena
75.6%, limo 14.5% vy arcilla 9.9%). Las macetas se
colocaron en una cdmara bioclimatica (Modelo CEL 38-15),
distribuidas en un disefio de bloques completos al azar con
siete unidades experimentales (repeticiones), a 25 °C con un
fotoperiodo de 12 h luz, generado por 16 lamparas de luz
blanca fluorescente de 160 watts. Cada unidad const6 de una
maceta con cinco semillas inoculadas. La variable evaluada
fue: nimero de plantulas infectadas con S. reilianum f. sp.
zeae expresada en porcentaje.

Evaluacion de la infeccion. El porcentaje de
plantulas infectadas, registrado en los diferentes
tratamientos, se determino mediante la deteccion de micelio
de S. reilianum f. sp. zeae 25 d después de la siembra. Para
esto se realizaron cortes transversales del mesocotilo con
navaja de afeitar en el microscopio estereoscopico. Las
secciones se tifieron con azul de algodon al 0.5 % en
lactofenol por 3 min, se colocaron en una soluciéon de
safranina al 1 % en etanol 70 % por 1 min, y se lavaron en
glicerol al 70 % por 1 min. Las secciones se montaron en
glicerol al 70 % y se examinaron en un Microscopio
compuesto (40X). Los datos obtenidos se sometieron a un
analisis de varianza (ANOVA) y separacion de medias de
Tukey (0=0.05), con el paquete estadistico SAS (1999). Las
imagenes de tejido se tomaron con una camara digital
(Moticam 2300).

Plantulas inoculadas de cada tratamiento se
conservaron en macetas bajo las mismas condiciones en la
camara bioclimatica para registrar desarrollo de sintomas
caracteristicos de la enfermedad.

Identidad molecular del micelio infectivo. La
identidad del micelio observado en los tejidos del
mesocotilo se verifico por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) con los
iniciadores SR1y SR2, 5 CAGGTTATGTATGGGCCG-3',
5" TTGAGCGATGACCATTCC-3', respectivamente,
especificos para S. reilianum f. sp. zeae que amplifica ADN
genomico (Xu et al., 1999). Para la extraccion de ADN,
tanto de tejido vegetal como de basidiosporas se utilizo el
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 2009) siguiendo el
protocolo especificado.
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conductivity, 3.23 % organic matter content and sandy-loam
texture (75.6 % sand, 14.5 % lime and 9.9 % clay). The pots
were placed in a bioclimatic chamber (Model CEL 38-15),
distributed in a completely randomized blocks design with
seven experimental units (replicates) at 25 °C with a
photoperiod of 12 h light generated with 16 lamps of white
fluorescent light of 160 watts. Each unit consisted in one pot
with five inoculated seeds. The variable evaluated was:
number of infected seedlings with S. reilianum f. sp. zeae
expressed as a percentage.

Evaluation of the infection. The percentage of
infected seedlings in the different treatments, was
determined by detecting the mycelium of S. reilianum f. sp.
zeae 25 d after sowing. For this purpose, cross-sections cuts
of mesocotyl with a razor in the stereomicroscope were
done. Sections were stained with 0.5 % cotton blue in
lactophenol for 3 min, placed into a 1% safranin solution in
70 % ethanol for 1 min, and washed in 70 % glycerol for 1
min. The sections were mounted in 70 % glycerol and
examined under a compound microscope (40X). The data
obtained were analyzed with ANOVA and Tukey's mean
separation (a0 = 0.05), with the statistical software SAS
(1999). Tissue images were taken with a digital camera
(Moticam 2300).

Inoculated seedlings of each treatment were kept in
containers under the same conditions in the bioclimatic
chamber to register the development of characteristic
symptoms of the disease.

Molecular identity of the infective mycelium. The
identity of the mycelium observed in the tissues of the
mesocotyl was verified by the polymerase chain reaction
(PCR) with primers SR1 and
SR2,5'CAGGTTATGTATGGGCCG-3', 5'
TTGAGCGATGACCATTCC-3', respectively, specific for
S. reilianum f. sp. zeae that amplifyies genomic DNA (Xu et
al., 1999). For DNA extraction, from both plant tissue and
basidiospore, the DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 2009)
was used according to the specified protocol.

DNA from plant tissue was obtained from the
seedlings mesocotyl 25 d after sowing, coming from both,
seeds inoculated with the fungus (1% NaCMC and 1.7 x 10’
teliospores mL") and from non-inoculated (control) seeds.
While fungus DNA was obtained from monosporidial
cultures (basidiospore) of 72 h of growth at 25 °C in
darkness according to Xu et al. (1999). Thus, 0.5 mL of
suspension in sterile distilled water with 50 000 teliospores
ml" were distributed in PDA, and from the isolated colonies
that were developed, samples were collected with a sterile
loop for pure cultures of basidiospores in PDA.

PCR tests included a positive control (DNA of
basidiospores), a negative control (DNA from plant tissue of
non-inoculated control plants) and samples of inoculated
plants (DNA from plant tissue of grown plants from
inoculated seeds).

The reaction was carried out in a total volume of 50
pL and for each reaction a PCR tube was used to mix the
following reagents: 10 pL of amplification buffer (GoTaq"
Flexi Buffer, Promega), 5 uL of MgCl, 25 uM, 1 pL of
nucleotide mixture of 10 uM each, 1 pL of each primer at
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E1ADN de tejido vegetal se obtuvo del mesocotilo de
plantulas 25 d después de su siembra, procedentes tanto de
semillas inoculadas con el hongo (1% de NaCMCy 1.7x 10’
teliosporas mL") como de semillas sin inocular (Testigo).
Mientras que el ADN del hongo se obtuvo de cultivos
monoesporidiales (basidiospora) de 72 h de crecimiento a 25
°C en oscuridad de acuerdo a Xu et al. (1999). Para esto, 0.5
mL de suspension en agua destilada estéril con 50 000
teliosporas mL" se distribuyeron en PDA y de las colonias
aisladas que se desarrollaron se tomaron muestras con un asa
estéril para cultivos puros de basidiosporas en PDA.

Las pruebas de PCR incluyeron un testigo positivo
(ADN de basidiosporas), un testigo negativo (ADN de tejido
vegetal de plantas testigo sin inocular) y muestras de plantas
inoculadas (ADN de tejido vegetal de plantas desarrolladas
apartir de semillas inoculadas).

Lareaccion se llevo a cabo en un volumen total de 50
Ly por cada reaccion se utilizé un tubo para PCR en el cual
se adicionaron los siguientes reactivos: 10 puL de buffer de
amplificacion (GoTaq® Flexi Buffer, Promega), 5 uL de
MgCl 25 uM, 1 pL de mezcla de nucledtidos a 10 uM de
cada uno, 1 pL de cada iniciador a 1 uM, 0.25 pL de la
enzima GoTaq® ADN polimerasa (5u/uL), 4 uL de DNA
correspondiente y 27.75 pL de agua libre de nucleasa. Los
reactivos se mezclaron con un paso de vortex y la mezcla se
centrifugd por 5 s. Las reacciones PCR se realizaron en un
termociclador (TC-300, Techne®) con los siguientes
parametros: 1 ciclode4mina94°C, I mina56°Cy2mina
72 °C, seguido por 36 ciclosde l mina 94 °C, 1 mina 56°Cy
2 min a 72 °C. El programa finaliz6 con 10 min a 72 °C. Los
productos amplificados se separaron por electroforesis en
gel de agarosa 1 % a 85 V durante 40 min, se tifieron con
bromuro de etidio a Img L' y visualizaron en un
fotodocumentador (Gel Doc 2000, BIO-RAD®). La
deteccion de un fragmento de 0.96 kb fue evidencia de la
presencia de S. reilianum f. sp. zeae en el tejido vegetal, de
acuerdoa Xuetal. (1999).

RESULTADOS Y DISCUSION.

Viabilidad de teliosporas. En medio de cultivo PDA
a 25 °C, se registro 19, 29.8 y 35.4 % de germinacion de
teliosporas después de 48, 72 y 96 h, respectivamente. Las
teliosporas formaron un basidio septado con cuatro células
(Figura 1), cada una de las cuales origind una basidiospora
que desarrolld colonias tipo levadura de color crema.

Los porcentajes de germinacion de teliosporas
observados en esta investigacion después de 48 h de
incubacion fueron superiores en 7 puntos porcentuales a los
reportados por Osorio y Frederiksen (1998), quienes
obtuvieron germinaciones maximas de 12% en PDA
después de 48 h de incubacion en oscuridad a 28 °C. Las
diferencias podrian deberse a las condiciones de
almacenaje, incubacion y medio de crecimiento utilizado.
Paiy Pan (1964) observaron que teliosporas de S. reilianum
almacenadas por 30 d sobre papel himedo a 30-35 °C
germinaron a una tasa de 60-90 % en una solucion de
sucrosa 1 %; sin embargo, cuando se mantuvieron durante el
mismo tiempo en un ambiente frio y seco, la germinacion
fue de 10 %. En el presente estudio teliosporas conservadas
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1uM, 0.25 pL of the enzyme GoTaq” DNA polymerase
(5u/ul), 4 uL of corresponding DNA and 27.75 uL of
nuclease-free water. The reagents were mixed in a vortex
and centrifuged for 5 s. The PCR reactions were performed
in a thermocycler (TC- 300, Techne” ) with the following
parameters: 1 cycle of 4 min at 94 °C, 1 min at 56 °C and 2
min at 72 °C followed by 36 cycles of 1 minat 94 °C, 1 min at
56 °C and 2 min at 72 °C. The program ended with 10 min at
72 °C. Amplified products were separated by 1% agarose gel
electrophoresis at 85V for 40 min, stained with ethidium
bromide at 1 mg L' and displayed on a gel
photodocumentation system (Gel Doc 2000, Bio-Rad"). The
detection of a 0.96 kb fragment was evidence of the presence
of S. reilianum f. sp. zeae in plant tissue according to Xu et
al.(1999).

RESULTS AND DISCUSSION

Viability of teliospores. In PDA medium at 25°C,
the 19, 29.8 and 35.4 % of teliospores germination was
observed after 48, 72 and 96 h, respectively. Teliospores
formed a septate basidium with four cells (Figure 1), and
each of them gave rise to a basidiospore that developed
colonies type yeast of cream color.

The germination percentages of teliospore observed
in this study after 48 h of incubation were higher by 7
percentage points than those reported by Osorio and
Frederiksen (1998), who obtained maximum germination of
12 % on PDA after 48 h of incubation in darkness at 28 °C.
The differences could be due to storage conditions,
incubation and growth media used. Pai and Pan (1964)
reported that teliospores of S. reilianum stored for 30 d on
wet paper at 30-35 °C germinated at a rate of 60-90 % ina 1
% sucrose solution; however, when kept during the same
time in a cool, dry environment, germination was only 10 %.
In the present study, the teliospores stored in paper bags at 20
+ 2 °C registered maximum germination percentage of
35.4%.

Evaluation of inoculation treatments. After each
treatment with the fungus in control plants and in those
without infections, there was no mycelium and no
morphological alterations in the cells of the tissues of the
mesocotyl (Fig. 2A -2C). In contrast, in the mesocotyl of the
infected seedlings, specifically in the parenchyma and the
area close to the endodermis, a thin intracellular mycelium
(0.9-1.3 um) was observed, smooth and septate (Figure 2D -
2F) corresponding to S. reilianum f. sp. zeae, this was
developed without causing alterations in colonized cells or
visible symptoms; however, xylem and phloem didn't
proliferate. This coincides with Martinez et al. (1999)
reports, who observed that the infected cells of the
vegetative meristem have normal activity, so that the fungus
acts as a biotrophic endophyte until sporogenesis, which
occurs in the floral meristem. Meanwhile, Matyac (1985)
reported the presence of mycelium of Sphacelotheca
reiliana in the phloem and xylem of maize plants, but this
contrasts with the findings in this study, as no infective
mycelium was found in these tissues.

In the present study, it was observed that the
differential staining method with cotton blue in 0.5 %

84



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

Figura 1. Teliosporas de Sporisorium reilianum f. sp. zeae en medio de cultivo PDA. A) Germinacion de teliospora y desarrollo
debasidio. B) Basidio con produccion de basidiosporas. Colegio de Postgraduados, 2010.

Figure 1. Teliospores of Sporisorium reilianum f. sp. in PDA culture medium. A) Teliospore germination and development of
basidium. B) Basidium with basidiospores production. Colegio de Postgraduados, 2010.

en bolsas de papel a 20+£2 °C registraron un porcentaje
maximo de germinaciénde 35.4 %.

Evaluacién de los tratamientos de inoculacién. En
las plantas testigo y en las que resultaron libres de infeccion,
después de cada tratamiento con el hongo, no se registro
micelio ni alteraciones morfologicas en las células de los
tejidos del mesocotilo (Figura 2A-2C). En contraste, en el
mesocotilo de las plantulas infectadas, especificamente en el
parénquima y la zona cercana a la endodermis, se observd
micelio intracelular delgado (0.9-1.3 pm), liso y septado
(Figura 2D-2F) correspondiente a S. reilianum f. sp. zeae,
este se desarroll6 sin causar alteraciones en las células
colonizadas ni sintomas visibles; sin embargo, no prolifero
en el xilema y floema. Lo anterior coincide con lo reportado
por Martinez et al. (1999), quienes observaron que las
células infectadas del meristemo vegetativo tienen una
actividad normal, por lo que el hongo actia como un
endofito biotrofico hasta el momento de la esporogénesis, la
cual ocurre en el meristemo floral. Por su parte, Matyac
(1985) reportd la presencia de micelio de Sphacelotheca
reiliana en el floema y el xilema de plantas de maiz, esto
contrasta con lo observado en este trabajo, ya que no se
encontrd micelio infectivo en esos tejidos.

En este estudio se observd que el método de tincion
diferencial con azul de algodon a 0.5 % en lactofenol y
safranina a 1 % en etanol a 70 %, desarrollado durante este
trabajo, permite diferenciar los tejidos vegetales de la
plantula de maiz y el micelio de S. reilianum f. sp. zeae
resultando en una réapida identificacion de plantulas
infectadas cuando se realizan cortes transversales del
mesocotilo a 25 d después de la siembra de semillas
inoculadas, lo cual indica que a este periodo de tiempo el
patogeno ya ha penetrado en el hospedante, esto
coincidiendo con lo reportado por Martinez et al. (2002),
quienes determinaron que a tres semanas después de la
inoculacion, plantulas cultivadas in vitro no presentan
sintomas; sin embargo, la superficie de la raiz fue
ampliamente colonizada con micelio de S. reilianum f. sp.
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lactophenol and 1 % safranin in 70 % ethanol, developed
during this study, allows to differentiate plant tissues of
maize seedling and mycelium of S. reilianum f. sp. zeae
resulting in a rapid identification of infected seedlings when
cross sections are made to the mesocotyl after 25 d of sowing
inoculated seeds, indicating that at this time the pathogen
has penetrated the host, coinciding with Martinez et al.
(2002) reports, who found that after three weeks of
inoculation, the cultured in vitro seedlings show no
symptoms; however, the surface of the root was extensively
colonized with mycelium of S. reilianum f. sp. zeae that
penetrated through the cells of the epidermis, and in some
cases the cells of the root were completely invaded by the
fungus.

On the other hand, the infected plants developed
symptoms characteristic of the disease (Matyac and
Kommedahl, 1985b; Pataky, 1999). After 45 d of the
emergence and from the fourth leaf, chlorotic spots (1-2 mm
diameter) were observed in both, the leaf blade and midrib
(Figure 3A). In cross sections of these chlorotic areas, the
presence of intracellular mycelium was more abundant in
the chlorosis area (Figure 3B). Similar observations were
made by Foster and Frederiksen (1977) and Martinez et al.
(2002), who documented the development of chlorotic spots
on leaves as the first symptom in the disease development in
seedlings. In this paper, both the seedlings of the CBT
cultivar as well as the AS-910 hybrid, showed chlorotic
spots in early stages and subsequently developed sori during
the flowering stage. Therefore, the appearance of these
small chlorotic spots could be used as an indicator of
infection by S. reilianum f. sp. zeae in maize. Previously,
Matyac and Kommedahl (1985b) used this symptom as an
indirect indicator of infection in artificially inoculated
plants grown on greenhouse. After 102 d of plating, sori
formed in the tassel and maize ear of the plants. The tassels
were partially invaded by smut, affecting the development
of spikelets and thus pollen production (Figure 3D). Also, on
the maize ear grain formation was not presented because
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Figura 2. Cortes transversales de tejido del mesocotilo de plantulas de maiz 25 d después de la siembra. A-C) Tejido de plantula
no infectada. D-F) Tejido de plantula infectada. A) Células de la epidermis y parénquima. B) Células del parénquima. C)
Células de la endodermis y cilindro vascular. D y E) Células del parénquima infectadas con micelio de Sporisorium reilianum f.
sp. zeae. F) Micelio intracelular de S. reilianum f. sp. zeae infectando a células del parénquima cercanas a la endodermis.
Colegio de Postgraduados, 2010.

Figure 2. Cross sections of mesocotyl tissue from maize seedlings 25 d after sowing. A-C) non-infected seedling tissue. D-F)
infected seedling Tissue. A) Cells of the epidermis and parenchyma. B) Cells of the parenchyma. C) Cells of the endodermis
and vascular cylinder. D and E) Cells of the parenchyma infected with mycelium of Sporisorium reilianum f. sp. zeae. F)
Intracellular mycelium of Sporisorium reilianum f. sp. zeae. infecting parenchymal cells near the endodermis. Colegio de
Postgraduados, 2010.

zeae el cual penetro6 a través de las células de la epidermis, y these were replaced by sori development containing the
en algunos casos las células de la raiz fueron invadidas teliospores (Figure 3C). Teliospores formation is the
totalmente por el hongo. sporogenesis byproduct, which starts at the time of floral

Por otra parte, las plantas infectadas desarrollaron induction in maize (Martinez et al., 2002). The total or
sintomas caracteristicos de la enfermedad (Matyac y partial replacement of the tassel and maize ear structures by
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Kommedahl, 1985b; Pataky, 1999). A los 45 d después de la
emergencia y a partir de la cuarta hoja, se registraron
manchas cloréticas (1-2 mm de didmetro), tanto en la lamina
foliar como en la nervadura central (Figura 3A). En cortes
transversales de estas zonas cloroticas, se observo la
presencia de micelio intracelular que fue mas abundante en
la zona con clorosis (Figura 3B). Observaciones similares
fueron realizadas por Foster y Frederiksen (1977) y
Martinez et al. (2002), quienes registraron el desarrollo de
manchas cloréticas en hojas como el sintoma inicial en el
desarrollo de la enfermedad en plantulas. En el presente
trabajo, tanto las plantulas del cultivar CBT como las del
hibrido AS-910 presentaron manchas cloréticas en etapas
tempranas y posteriormente desarrollaron soros durante la
etapa de floracion. Por lo anterior, la aparicion de estas

sori, is one of the major features of the infection and the
development of the disease in maize by S. reilianum (Pataky,
1999; Matyac and Kommedahl, 1985a).

In this research, besides the evidence of the
mycelium in the host tissue and the sori presence at the end
of the experiment, the identity of the mycelium in the
collected seedlings after 25 d of planting was molecularly
confirmed. When DNA from plant tissue of seedlings grown
from seeds inoculated with S. reilianum f. sp. zeae was used,
a0.96 kb segment was amplified with SR1 and SR2 primers.
This fragment was also amplified from DNA of a pure
culture of the fungus developed on PDA medium. The size
of the 0.96 kb bands obtained coincides with Xu et al.,
(1999) reports for S. reilianum f. sp. zeae. In contrast, no
band was registered with DNA samples of plant tissue of

Manchas cloréticas

p\

Figura 3. Material vegetal con sintomas y signos del carbon de la espiga del maiz por Sporisorium reilianum f. sp. zeae.
Material colectado de plantas del hibrido AS-910 desarrolladas a partir de semillas inoculadas con una suspension de 1 % de
carboximetilcelulosa de sodio y 1.7 x 10’ teliosporas mL", incubadas en condiciones controladas de 25 °C con 12 h de luz. A)
Hoja con manchas cloréticas en nervadura central y ldmina foliar 45 d después de la emergencia. B) Tejido con crecimiento de
micelio intracelular obtenido de la zona clordtica de la hoja. C) Soros formados en la mazorca, 102 d después de la siembra. D)
Planta adulta con teliosporas en la panoja. Colegio de Postgraduados, 2010.

Figure 3. Plant material with symptoms and signs of maize head smut caused by Sporisorium reilianum f. sp. zeae. Material
collected from plants of the AS-910 hybrid grown from inoculated seeds with a 1 % carboxymethylcellulose sodium and 1.7 x
10" mL" teliospores suspension, incubated under controlled conditions at 25 °C with 12 h of light. A) Leaf with chlorotic spots
on midrib and leaf blade 45 d after emergence. B) Tissue with intracellular mycelium growth from the chlorotic leaf area. C)
Sori formed on the ear, 102 d after sowing. D) Adult plant with teliospores on the tassel. Colegio de Postgraduados, 2010
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pequenias manchas clordticas podria usarse como un
indicador de la infeccion por S. reilianum £. sp. zeae en maiz.
Previamente, Matyac y Kommedahl (1985b) usaron este
sintoma como un indicador indirecto de la infeccion en
plantas inoculadas artificialmente y desarrolladas en
invernadero. A los 102 d después de la siembra, se encontrd
formacion de soros tanto en la panoja como en la mazorca de
las plantas. Las panojas fueron parcialmente invadidas por
el carbon, lo que afecto el desarrollo de las espiguillas y con
ello la produccion de polen (Figura 3D). Asimismo, en la
mazorca no se presentod la formacion de granos debido a que
estos fueron reemplazados por el desarrollo de soros que
contenian a las teliosporas (Figura 3C). La formacion de
teliosporas es el producto derivado de la esporogenesis, la
cual inicia al momento de la induccion floral en maiz
(Martinez et al., 2002). El reemplazo total o parcial de las
estructuras de la panoja y la mazorca por soros, es una de las
principales caracteristicas de la infeccion y del desarrollo de
la enfermedad por S. reilianum en maiz (Pataky, 1999;
Matyac y Kommedahl, 1985a).

En esta investigacion, ademas de la evidencia del
micelio en el tejido del hospedante y la presencia de soros al
final del experimento conté con la confirmacion molecular
de la identidad del micelio en las plantulas colectadas
después de 25 d de siembra. Cuando se utilizo ADN de tejido
vegetal de plantulas desarrolladas a partir de semillas
inoculadas con S. reilianum f. sp. zeae se amplificé un
segmento de 0.96 kb con los iniciadores SR1 y SR2. Este
fragmento también se amplifico a partir de ADN de un
cultivo puro del hongo desarrollado en medio de cultivo de
PDA. El tamaiio de las bandas obtenidas de 0.96 kb coincide
con el reportado por Xu et al., (1999) para S. reilianum f. sp.
zeae. En contraste, ninguna banda se registré con las
muestras de ADN de tejido vegetal de plantulas
desarrolladas a partir de semillas no inoculadas con el hongo
(Figura4).

El ANOVA detectd diferencias significativas entre
los tratamientos de inoculacion, evaluados mediante el
porcentaje de plantulas infectadas con micelio de S.
reilianum f. sp. zeae a25 d después de la siembra (Cuadro 1).
Tanto el cultivar CBT como el AS-910 presentaron
infeccion cuando las semillas se inocularon con NaCMC y
1.7x10’ teliosporas mL". Este tratamiento registré medias
de 933 y 96.6 % de infeccion en CBT y AS-910,
respectivamente, superando a los demas. Estos porcentajes
de plantulas infectadas fueron superiores a los reportados
por Baggetty Koepsell (1983), quienes al inocular semillas
de maiz dulce de un cultivar susceptible, con metilcelulosa y
teliosporas de Sphacelotheca reiliana obtuvieron como
maximo 54.5 % de infeccion en campo. Por otra parte, la
inoculacion con capsulas, semilla impregnada y esmalte
produjo infeccion de plantulas en ambos materiales de maiz,
pero sin ser significativamente diferentes del testigo.

CONCLUSIONES

La inoculacion de semillas de maiz con una
suspension a 1 % de carboximetilcelulosa de sodio y 1.7 x
10" teliosporas mL" de Sporisorium reilianum f. sp. zeae,
induce un 96.6 % de plantulas infectadas.

Volumen 31 Ntamero 2, 2013

seedlings grown from seed not inoculated with the fungus
(Figure4).

ANOVA detected significant differences between
inoculation treatments, which were evaluated by the
percentage of infected seedlings with mycelium of S.
reilianum f. sp. zeae after 25 d of planting (Table 1). Both,
CBT cultivar and AS-910, were infected when seeds were
inoculated with NaCMC and 1.7x10’ teliospores mL". This
treatment recorded averages of 93.3 and 96.6 % infection in
CBT and AS-910, respectively, outperforming the rest.
These percentages of infected seedlings were higher than
those reported by Baggett and Koepsell (1983), who
inoculated sweet maize seeds of a susceptible cultivar with
methylcellulose and Sphacelotheca reiliana teliospores, and
they obtained a maximum of 54.5 % of infection in the field.
On the other hand, inoculation with capsules, impregnated
seed and enamel produced seedlings infection in both maize
materials, but without being significantly different from the
control.

CONCLUSIONS

The maize seed inoculation with a suspension of 1 %
sodium carboxymethylcellulose and 1.7 x 10’ teliospores
mL" of Sporisorium reilianum f. sp. zeae, induces a 96.6 %
ofinfected seedlings.

The differential staining method of cotton blue with
0.5 % lactophenol and 1 % safranin in 70 % ethanol, applied
in the mesocotyl crosscuts of maize seedlings 25 d after
planting, is effective to differentiate Sporisorium reilianum
f. sp. zeae mycelium of plant tissues.

Acknowledgments. Thanks to the PM 0541 and PM
0542 projects: "Development of maize (Zea mays) cultivars
for Mexico Highlands with high yield and resistance to head
smut disease (Sporisorium reilianum f. sp. zeae), funded by
the Direccion General de Sanidad Vegetal del Servicio

Cuadro 1. Porcentaje promedio de plantulas de maiz
infectadas con Sporisorium reilianum f. sp. zeae, generadas
de semillas inoculadas con teliosporas utilizando diferentes
tratamientos.

Table 1. Average percentage of maize seedlings infected
with Sporisorium reilianum f. sp. zeae, generated from
inoculated seeds with teliospores using different seed
treatments.

Infeccion de plantulas de maiz (%)

Tratamiento .
Criollo Blanco Hibrido AS-910

de Toluca

1) Carboximetil- 93.3a 96.6 a
celulosa de sodio

2) Capsulas 6.6b 20.0b
3) Adyuvante 0.0b 6.6b
4) Dispersante 0.0b 6.6b
5) Semilla impregnada 10.0b 133D
6) Semilla con dafo 0.0b 0.0b
7) Esmalte 6.6b 133D
8) Testigo 0.0b 0.0b

 Medias entre columnas seguidas con la misma letra son estadisticamente
iguales (Tukey 0.05).
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Figura 4. Productos de amplificacion mediante PCR empleando el par de iniciadores SR1 y SR2; M. marcador molecular 1 kb;
1. ADN de colonias desarrolladas en medio de cultivo; 2. ADN de tejido vegetal de plantulas de maiz desarrolladas a partir de
semillas inoculadas con Sporisorium reilianum f. sp. zeae; 3. ADN de tejido vegetal de plantulas de maiz desarrolladas a partir
de semillas no inoculadas con el hongo; 4. Agua. Colegio de Postgraduados, 2010.

Figure 4. PCR amplification products using the primers SR1 and SR2; M. 1kb molecular marker; 1. DNA of colonies
developed in a culture medium; 2. DNA plant tissue of maize seedlings grown from inoculated seeds with Sporisorium
reilianum f. sp. zeae; 3. DNA plant tissue of maize seedlings grown from non- inoculated seeds; 4. Water. Colegio de

Postgraduados, 2010.

El método de tincion diferencial con azul de algodon
a 0.5 % en lactofenol y safranina a 1 % en etanol a 70 %
aplicado en cortes transversales del mesocotilo de plantulas
de maiz a 25 d después de la siembra, es efectivo para
diferenciar el micelio de Sporisorium reilianum f. sp. zeae
de los tejidos de la planta.
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Resumen. Las plagas, enfermedades y la sequia son los
principales factores adversos en la produccion de frijol. El
objetivo de este estudio fue evaluar, desde el punto de vista
fitosanitario, diferentes variedades de frijol en dos
contenidos de humedad edafica: capacidad de campo (CC)y
punto de marchitez permanente (PMP). Se us6 un disefio en
bloques al azar en un arreglo de parcelas divididas. Las
plagas presentes fueron la chicharrita (Empoasca kraemeri)
y el minador de la hoja (Xenochalepus signaticollis); las
principales enfermedades incidentes fueron la muerte pre y
posemergente (Rhizoctonia solani y Fusarium sp.), tizon
comun (Xanthomonas phaseoli) y la virosis del frijol
(BCMYV). No hubo efecto de interaccion entre los factores
de variacion. La variedad Mayocoba fue la mas afectada por
muerte pre y posemergente (62.5 %), pero menos afectada
por tizon comun. En general, la muerte pre y posemergente
de plantas fue mayor (35.7 %), cuando la humedad del suelo
fue préxima a PMP, aunque con menor conductancia y
transpiracion y mayor eficiencia fotosintética, respecto a
cuando se mantuvo la humedad proxima a CC. La variedad
Pinto Americano tuvo mayor estabilidad en su actividad
fotosintética, al pasar de la condicion favorable (CC) a la
desfavorable (PMP).

Palabras clave adicionales: Estrés vegetal, Variedades frijol,
Fotosintesis, Fitosanidad.

El frijol es uno de los cultivos basicos en México. En2012 se
sembraron 1.87 millones de hectareas, con una produccion
de 1.3 t (SAGARPA, 2013), el 87 % en condiciones de
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Abstract. Pest, plant diseases and drought are the main
problems in the production of beans. The objective of this
study was to evaluate, from a plant health perspective, the
response of different bean cultivars to Field Capacity (FC),
and Permanent Wilting Point (PWP) of soil moisture. A
randomized complete block design arranged in split-plot
treatments was used. The main insect pests were the
leathopper (Empoasca kraemeri) and the leaf miner
(Xenochalepus signaticollis). The main plant diseases
during the season were the pre and post-emergence plant
death (Rhizoctonia solani and Fusarium sp.), common
blight (Xanthomonas phaseoli) and bean common mosaic
virus (BCMV). No significant interaction effect was
detected between factors. Mayocoba bean cultivar was
significantly more affected in pre and post-emergence plant
death (62.5 %), but less damaged by common blight. In
general, the pre and post-emergent plant death was higher
(35.7 %), when the plant soil moisture was near to PWP,
associated to less conductance and transpiration, but higher
photosynthetic efficiency, compared to when soil moisture
was near FC. Pinto Americano cultivar was able to maintain
photosynthesis stability to the change of optimum to
suboptimum soil content.

Additional keywords: Plant stress, Beans -cultivar,
Photosynthesis, Plant Diseases.

Beans are one of the basic crops in Mexico. In 2012, 1.87
million hectares were planted and 1.3 tons were produced
(SAGARPA, 2013), from those, 87 % was under rainfall
conditions of high climatic risk, mainly drought. Beans are
grown in practically all regions of the country and
conditions of soil and climate, ranking second in importance
by total surface planted nationwide, only after corn.
National demand in recent years has been 910,000 t yr,
which sometimes has required imports, based on an
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temporal de alto riesgo climatico, principalmente la sequia.
El frijol se cultiva practicamente en casi todas las regiones
del pais y condiciones de suelo y clima, ocupando el
segundo lugar en importancia por superficie sembrada total
a nivel nacional, s6lo después del maiz. La demanda
nacional en los ultimos afios ha sido de 910, 000 t afio™, lo
cual en algunos periodos ha requerido de importaciones, con
base en un déficit estimado de 400,000 t afio”, lo anterior,
por el impacto de siniestros de tipo bidtico y abidtico y la
disminuciéon de la superficie dedicada a este cultivo.
Adicionalmente, ante un escenario de menor oferta nacional
e internacional, los precios del frijol se han incrementado de
manera extraordinaria, correspondiente a un 68 % en EEUU
y hasta un 100 % en México, no tanto reflejado en el
productor, sino en el consumidor (Manriquez, 2012).

Laprincipal limitante de la productividad es la escasa
disponibilidad de agua, fendomeno que se agudiza en
regiones con bajo régimen pluvial (Covarrubias y
Velazquez, 2010). Aunado a lo anterior, debe agregarse otros
factores de causalidad en el impacto negativo de la
produccion de este cultivo, como son los de tipo
fitosanitario. Plagas, enfermedades y sequia, son a menudo
factores de alto impacto en la reduccion productiva de esta
leguminosa y otros cultivos (CONAFOR, 2012),
incrementando la vulnerabilidad econdémica de los
productores y repercutiendo en los altos precios en el
mercado. Significa que los factores de estrés, son causa de
pérdidas econdmicas en los cultivos, como el frijol. El estrés
vegetal se entiende como cualquier factor ambiental bidtico
o0 abiotico que reduce la tasa de alglin proceso fisiologico,
por ejemplo el crecimiento o fotosintesis, por debajo de la
tasa maxima respecto de la que podria alcanzar (Lambers et
al., 1998).

En la Comarca Lagunera de los Estados de Coahuila
y Durango, el frijol se cultiva tanto en condiciones de riego
como de temporal, ésta tltima mediante la cosecha de agua
de ladera. En cualquiera de estos casos, el agua es el recurso
critico; en las zonas de riego ante el abatimiento del acuifero,
se hace indispensable identificar especies y variedades, que
mantengan su productividad con el minimo de agua que se
les pueda suministrar. En los cultivos de temporal,
materiales genéticos deberan también ser utiles ante el
erratico y disminuido volumen pluviométrico anual del que
se dispone, el cual en promedio es de 240 mm, pero que en
los ultimos 10 afios, a causa de las sequias recurrentes, ha
sido menor que el promedio histérico regional (Guzman et
al.,2006).

Respecto al patosistema del frijol en el area de
estudio, es comun la incidencia de mosquita blanca (Bemisia
spp), minador de la hoja (Xenochalepus signaticollis Baly) y
esporadicamente algunos barrenadores del tallo; asi como
las enfermedades reconocidas como la pudricion de raiz
(Rhizoctonia solani Kuhn y/o Fusarium spp), tizon comun
del frijol (Xanthomonas phaseoli) y el virus mosaico comin
del frijol (BMCV). Debido al complejo fitosanitario
presente, es comun el impacto negativo en la produccion,
mas aun cuando se combina con los factores ambientales
relacionados a la disponibilidad hidrica, tanto en exceso
como en deficiencias (Pedroza y Samaniego, 2003). El
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estimated 400,000 ton yr' deficit, because of the impact of
biotic and abiotic sinisters and decrease in the area devoted
to this crop. Additionally, in a scenario of lower domestic
and international supply, bean prices have increased
dramatically, corresponding to 68 % in the U.S. and up to
100 % in Mexico, not so much reflected in the producer but
the consumer (Manriquez, 2012).

The main constraint of productivity is the limited
availability of water, a phenomenon that is exacerbated in
regions with low rainfall regime (Covarrubias and
Velazquez, 2010). Besides this, another causal factors in the
negative impact of the production of this crop must be
added, such as those of the phytosanitary type. Pests,
diseases and drought, are often high impact factors in
reducing the production of this legume and other crops
(CONAFOR, 2012), increasing the economic vulnerability
of producers and impacting the high prices in the market.
Meaning that stressors cause economic losses in crops, such
as beans.

Plant stress is defined as any biotic or abiotic
environmental factor that reduces the rate of any
physiological process, for example growth or
photosynthesis, below the maximum rate compared to the
one that could be achieved (Lambers et al., 1998).

At the Comarca Lagunera region, in Coahuila and
Durango states, beans are grown under both irrigated and
rainfall, this latter by hillside water harvesting. In either
case, water is the critical resource; in irrigated areas due to
the decrease of the water subsoil, it is essential to identify
species and varieties that maintain their productivity with
minimal water. In rainfed crops, genetic materials should
also be useful because of the erratic and decreased annual
rainfall volume available, which on average is 240 mm, but
in the last 10 years, because of recurrent drought, it has been
lower than the historical regional average (Guzman et al.,
2000).

Regarding the bean pathosystem in the study area, it
is common the incidence of whitefly (Bemisia spp),
leafminer (Xenochalepus signaticollis Baly) and
sporadically some stem borers; as well as some recognized
diseases such as root rot (Rhizoctonia solani Kuhn and/or
Fusarium spp), common bacterial blight (Xanthomonas
phaseoli) and bean common mosaic virus (BCMV). Due to
this phytosanitary complex, is common the negative impact
on production, especially when combined with
environmental factors related to water availability, either in
excess or deficiency (Pedroza and Samaniego, 2003). The
aim of this study was to evaluate the impact of water deficit
and plant pests and diseases in some agronomic and
physiological components in three bean cultivars.

MATERIALSAND METHODS

Geographic Location. The study was conducted in
2011 in the experimental field of the Regional Unit of Arid
Zones of the Universidad Autéonoma Chapingo in
Bermejillo, Durango. The region is located in the parallel
26° 00" and 26° 10' north latitude and meridians 104° 10 'and
103° 20" west longitude, and over 1000 to 2000 masl
(CONANP, 2006). According to the Koppen climate
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objetivo del presente estudio fue evaluar el impacto del
déficit hidrico y del fitosanitario en algunos componentes
agronomicosy fisioldgicos en tres cultivares de frijol.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion geografica. El estudio se llevo a cabo
durante el 2011 en el Campo Experimental de la Unidad
Regional Universitaria de Zonas Aridas de la Universidad
Autonoma Chapingo, en Bermejillo, Durango. La region se
encuentra ubicada en los paralelos 26° 00' y 26° 10' de
Latitud Norte y los meridianos 104° 10" y 103° 20" de
Longitud Oeste y sobre un rango de altitud sobre el nivel del
mar que va de los 1000 alos 2000 metros (CONANP, 20006).
De acuerdo con el sistema de clasificacion climatica de
Kd&ppen, modificada por Garcia (1973), el clima del area es
del tipo BWhw(e), el cual se interpreta como muy arido,
semicalido con lluvias en verano y de amplitud térmica
extremosa. La precipitacion promedio anual es de 199.60
mm, siendo los meses de Julio y Agosto los mas lluviosos
con36.1y39.7 mm, respectivamente.

Diseiio y desarrollo del experimento. Se establecio
un experimento en bloques al azar en un arreglo de parcelas
divididas con tres repeticiones, con un total de seis
tratamientos por repeticion producto del factorial 2x3. Las
parcelas grandes fueron los niveles de humedad: favorable,
cercano a la Capacidad de Campo (CC) (66 a 100 % de la
humedad aprovechable) y desfavorable cercano al Punto de
Marchitez Permanente (PMP) (0 a 33 % de la humedad
aprovechable); considerando la humedad aprovechable
(HA) como la diferencia entre CC y el PMP, expresada en
porcentaje mediante la ecuacion: HA=(CC-PMP)(100). Las
parcelas chicas fueron las variedades de frijol: Pinto Saltillo,
Mayocoba y Pinto Americano. Para los contenidos de
humedad, se establecio un sistema de riego presurizado con
uso de cintilla, derivada a partir de una regadera principal y
conexiones laterales a base de PVC para cada parcela
grande, correspondiente a los contenidos de humedad,
controladas mediante llave de paso, que permitiera la salida
de agua de acuerdo al programa de riego. La siembra fue en
cama de 0.30 m de altura y 0.8 m de ancho sembrando a dos
hileras y colocada la cintilla entre las dos hileras de plantas y
una distancia de 0.20 m entre camas. Cada tratamiento fue
de 5 m de largo por 2 m de ancho (dos camas), donde la
parcela util correspondio a los dos surcos medios de las dos
camas del tratamiento.

Para los tratamientos de contenido de humedad, se
determinaron diferentes caracteristicas fisico-quimicas del
suelo, tales como: textura, densidad aparente, capilaridad,
velocidad de infiltracién, calidad del agua,
evapotranspiracion media diaria y el coeficiente
experimental de evaporacién, para lo cual se aplico la
metodologia citada por Pedroza y Durdn (2005). Las
determinaciones de la Capacidad de Campo (CC) y el Punto
de Marchitez Permanente (PMP), se efectuaron mediante la
técnica de la olla de membrana citada por Richards (1948) y
por el método bioldgico, citado por Gavander (1991). Se
determiné que la CC fue de 30 %, en tanto que el PMP fue 12
%. El riego de pre-siembra fue generalizado a capacidad de
campo; posterior a la siembra, se diferenciaron los
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classification system modified by Garcia (1973), the climate
of the area is of the type BWhw(e) which is interpreted as
very arid, semiwarm with rains in summer and extreme
thermal amplitude. The average annual rainfall is 199.60
mm, being July and August the wettest months with 36.1 and
39.7 mm, respectively.

Design and development of the experiment. An
experiment in a randomized block split plot arrangement
was established with three replications, with a total of six
treatments per replicate and product of the factorial 2x3.
Large plots were the moisture levels: favorable, near Field
Capacity (FC) (66 to 100 % of the available moisture) and
unfavorable near the Permanent Wilting Point (PWP) (0 to
33 % of the available moisture); considering the available
moisture (AM) as the difference between FC and PWP,
expressed as a percentage by the equation: AM = (FC-PWP)
(100). Small plots were beans varieties: Pinto Saltillo,
Mayocoba and Pinto Americano. For moisture contents, a
pressurized irrigation system was established with use of
tract irrigation, derived from a main sprinkler and lateral
PVC connections to each large plot, corresponding to
moisture content, controlled by a stopcock that allowed the
water to flow on a scheduled irrigation. The planting bed
was 0.30 m high and 0.8 m wide, plants in two rows with
tract irrigation between them and a distance of 0.20 m
between beds. Each treatment was 5 m long and 2 m wide
(two beds), where the useful plot corresponded to the two
middle rows of the two treatment beds.

For moisture content treatments, different soil
physicochemical characteristics were determined, such as:
texture, bulk density, capillarity, infiltration rate, water
quality, daily evapotranspiration average and the
experimental evaporation coefficient, by using the Pedroza
and Duran (2005) methodology. Field Capacity (FC) and
Permanent Wilting Point (PWP) determinations were made
by using the pot membrane technique cited by Richards
(1948) and the biological method, cited by Gavander (1991).
FC was 30 %, while PWP was 12 %. The pre-sowing
irrigation was widespread at field capacity; after the
seeding, the moisture contents in the soil were
differentiated. Therefore, watering times were established:
in order to maintain favorable moisture content, soil
moisture was allowed to lower at most one third of the
available moisture (66 %), and then applying the recovery
irrigation; while in order to keep the moisture content
unfavorable, soil moisture was allowed to drop as much to 0
% and then proceeding to provide irrigation to a maximum
of 33 % of the available moisture, then a recovery irrigation.
In order to measure the moisture content, a meter Lutron
Brand (Model PMS-714) was used, which measures soil
moisture in real time with digital readout.

Variables evaluated. For each treatment 6 plants
within useful plot were used as the sample size. The
variables evaluated were: Pre-and postemergence death by
direct counting in 2 m of each furrow of the useful plot;
Vigor, by using a scale of 0-5, where 0 was complete absence
of vigor, almost a wilting state, and 5 corresponded to the
most vigorous plants; Iron chlorosis, assessed on a scale of
0-5 , where 0 was no iron chlorosis and 5 a
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contenidos de humedad en el suelo. Para ello, se
establecieron los tiempos de riego: para mantener el
contenido de humedad favorable, se dejo bajar la humedad
del suelo cuando mucho 1/3 de la humedad aprovechable
(66 %), procediendo a dar el riego de recuperacion; en tanto
que para mantener el contenido de humedad desfavorable,
se dejo bajar la humedad del suelo cuando mucho a 0 % vy,
procediendo a dar el riego a un maximo de 33 % de la
humedad aprovechable, dando un riego de recuperacion.
Para medir el contenido de humedad se us6é un medidor
Marca Lutron Modelo PMS-714, el cual mide la humedad
edaficaen tiempo real con lectura digital.

Variables evaluadas. Se us6 un tamafio de muestra
en cada tratamiento de 6 plantas dentro de la parcelatil. Las
variables evaluadas fueron: Muerte pre y posemergente,
mediante conteo directo, tomando 2 m lineales de cada surco
de la parcela 1til; Vigor, con uso de una escala de 0 a 5,
donde 0 fue ausencia total de vigor, casi en estado de
marchitez y, 5 correspondid a las plantas mas vigorosas;
Clorosis férrica, evaluada en una escalade 0 a 5, donde 0 fue
ausencia de clorosis férrica y 5 el estado clordtico
generalizado en la planta; Fitosanidad, medida con una
escalade 0 a5, donde 0 fue ausencia de dafios por plagas y/o
enfermedades y 5 para los casos de maximo dafio, por cada
plaga y enfermedad presente; Fotosintesis (F) en umol CO,
m’s”, con uso del medidor de fotosintesis a base de rayos
infrarrojos, IRGA Modelo LI-6400 (LI-COR Lincoln,
Nebraska USA); Conductancia mol H,Om7s’”,
Transpiracion (Tr) en mmol H,0m”s" Eficiencia
fotosintética obtenida por el cociente F/Tr y temperatura de
la hoja (°C). Todas estas variables fueron medidas entre 10y
11am.

La evaluacion de las principales plagas y
enfermedades se efectué en dos fases en el tiempo:
prefloracion (45 d después de la siembra) y floracion (60 d
después de la siembra. La evaluacion de los parametros
fisiologicos se hizo durante la fase de floracion.

Procesamiento de datos. Los datos se procesaron
con el Programa estadistico SAS Version 9.0, mediante el
cual se realizaron diferentes analisis estadisticos como
ANOVA vy prueba de rango multiple de medias Tukey
(0=0.05), para identificar efecto y diferencias entre
tratamientos respectivamente. Para ello los valores
ordinales fueron transformados a valores porcentuales, los
cuales mediante prueba de homogeneidad de varianza y los
supuestos de normalidad, indicaron la pertinencia de los
analisis paramétricos antes citados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plagas y enfermedades incidentes de mayor
importancia fueron la chicharrita (Empoasca kraemeri
Ross y Moore), el minador de la hoja (Xenochalepus
signaticollis Baly), la muerte pre y posemergente asociada a
Rhizoctonia solani Kuhn y Fusarium sp, tizon comun
(Xanthomonas phaseoli) y el virus mosaico comun del frijol
(BCMV), con un promedio de severidad de dafios del
complejo fitosanitario de 58.4 %. Este patosistema regional,
coincide en lo general por lo reportado por Pedroza y
Samaniego (2003). No hubo efecto de interaccion entre los
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chlorotic state widespread in the plant; Plant health,
measured on a scale of 0-5, where 0 was no damage by pests
and/ or diseases and 5 for the cases of maximum damage for
each pest and disease present; Photosynthesis (P) in pumol
CO, m’s”, measured with a photosynthesis IRGA meter
based on infrared Model LI -6400 (LI-COR Lincoln,
Nebraska USA); Conductance mol H,Om™s"; Transpiration
(Tr) in mmolH,0m s “Photosynthetic efficiency obtained by
the ratio P/Tr and Leaf temperature (°C). All these variables
were measured between 10and 11:00 a.m.

The assessment of major pests and diseases was
conducted in two phases over time: preflowering (45 d after
sowing) and flowering (60 d after sowing). The evaluation
of physiological parameters was done during the flowering
phase.

Data processing. Data were processed with the SAS
version 9.0 statistical program, through which different
statistical analysis such as ANOVA and Tukey multiple
range mean (o = 0.05) tests were performed. These analyses
were done to identify effect and differences between
treatments, respectively. These ordinal values were
transformed to percentage values, which by homogeneity of
variance test for and normality assumptions, indicated the
relevance of the parametric analysis mentioned above.

RESULTS AND DISCUSSION

Pests and discases of major incidence were:
leathopper (Empoasca  kraemeri Ross and Moore),
leafminer (Xenochalepus signaticollis Baly), the pre and
postemergence death associated to Rhizoctonia solani Kuhn
and Fusarium sp, common blight (Xanthomonas phaseoli)
and bean common mosaic virus (BCMV), with an average
of 58.4 % of damage severity of the phytosanitary complex.
This regional pathosystem, coincides in general with
Pedroza and Samaniego (2003) reports. For most of
phytosanitary variables there was no interaction effect
between the variation factors evaluated (soil moisture
content and bean varieties), which shows the independence
of’both factors; except for physiological variables, where the
interaction effects are statistically and graphically analyzed
(Figures 8to 12).

Effect of varieties on bean pathosystem. The
Mayocoba variety was significantly (P <0.05) more affected
by pre-and postemergence (62.5 %) death, compared to 11
and 7.5 % of incidence identified in Pinto Saltillo and Pinto
Americano, respectively (Figure 1). Common blight
severity was significantly lower (P < 0.05) in the Mayocoba
variety during the pre-flowering stage (Figure 2). In the
flowering stage, the three varieties showed the same level of
severity. In general, the viral disecase was moderate in the
three genetic materials and in the two evaluation stages.
Leafthopper damage, although moderate was significantly
lower in the Mayocoba variety during the flowering phase
(Figure 3); but this variety presented a significantly higher
iron chlorosis (Figure 4). This indicates that the latter
variety has a high susceptibility to iron deficiency, caused by
the unavailability of Fe that occurs in alkaline soils (Ortiz-
Ortiz and Villanueva, 1990), which is a widespread
characteristic in the region under study (Martinez et al.,
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factores de variacion evaluados (contenidos de humedad
edafica y variedades de frijol), para la mayoria de las
variables fitosanitarias, lo que identifica la independencia de
ambos factores; excepto para las variables fisioldgicas,
donde se analiza estadistica y graficamente, los efectos de
interaccion (Figuras 8a12).

Efecto de variedades en el patosistema del frijol.
La variedad Mayocoba fue significativamente (P < 0.05)
mas afectada por muerte pre y posemergente (62.5 %), con
respecto al 11 y 7.5 % de incidencia identificada en Pinto
Saltillo y Pinto americano, respectivamente (Figura 1). La
severidad del tizon comun fue significativamente menor (P<
0.05) en Mayocoba, en la fase de prefloracion (Figura 2). En
la fase de floracion, las tres variedades registraron el mismo
nivel de severidad. La virosis fue moderada en general en los
tres materiales genéticos y en las dos etapas de evaluacion.
El dafio por chicharrita, aunque moderado fue
significativamente menor en la variedad Mayocoba durante
la fase de floracion (Figura 3); pero esta variedad presentd
una clorosis férrica significativamente mayor (Figura 4). Lo
anterior, indica que esta ultima variedad tiene una alta
susceptibilidad a la deficiencia férrica, provocada por la
indisponibilidad de Fe que se produce en suelos alcalinos
(Ortiz-Villanueva y Ortiz, 1990), lo cual es una
caracteristica muy generalizada en la region de estudio
(Martinez et al., 2000). Como complejo fitosanitario
(severidad de dafio por plagas y enfermedades) no hubo
diferencia estadistica entre variedades en ninguna de las dos
fases fenologicas, lo cual coincide con lo reportado por
Pedroza (1996). Respecto al vigor, no hubo diferencias
significativas entre las tres variedades.

70
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2000). As a phytosanitary complex (severity of damage by
pests and diseases) there was no statistical difference
between varieties in either phenological phases, which
agrees to Pedroza (1996) reports. As for vigor, there were no
significant differences between the three varieties.

The Mayocoba variety was the one with the lowest
photosynthetic activity, transpiration and stomatal
conductance (Figures 5 and 6), probably due to low
chlorophyll content product of iron chlorosis, which was
around 2.3 on a scale of 0- 5, compared to those in Pinto
Saltillo and Pinto Americano varieties, which were 0.66 and
0.94, respectively. However, because of these responses,
Mayocoba variety tended to be more efficient in water usage
(Figure 7). This was associated with stomatal closure
identified by the lowest conductance and transpiration,
similar to Nufiez et al. (1998) reports, where although it also
negatively affects photosynthesis, its efficiency compared
to water usage, was higher (Tambussi, 2004). Lastly, there
were no significant differences in the leaf temperature of the
three varieties.

Effect of edaphic humidity content. The edaphic
humidity content increased the pre-and postemergence
death (35.7 %) when moisture remained near to PWP,
compared to when close to FC (Table 1), which means that a
moderate edaphic humidity content above PWP, produces a
higher pre-and postemergence death in the different
varieties used in this study. Pedroza and Téliz (1992),
reported that high moisture contents favored root rot caused
by these pathogens under greenhouse conditions.

No damage variation was detected by pests related to
edaphic humidity, except for leathopper, which significantly

62.5a

Mayocoba

Figural. Incidencia por muerte pre y posemergente (asociada a Rhizoctonia solani Khun y Fusarium sp.) en diferentes
variedades de frijol en la etapa de prefloracion. Prueba de Tukey (0=0.05). Medias con las mismas letras, no son

significativamente diferentes.

Figura 1. Incidence by pre and post emergent death (related to Rhizoctonia solani Khun and Fusarium sp) in different bean
varieties in the pre-flowering stage. Tukey test (a.=0.05). Means with the same letter are not significantly different.
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Figura 2. Severidad del tizon comun (Xanthomonas phaesoli) en diferentes variedades de frijol en la etapa de prefloracion.
Prueba de Tukey (a.=0.05). Medias con las mismas letras, no son significativamente diferentes.

Figura 2. Severity of common blight (Xanthomonas phaesoli) in different varieties of beans in the pre-flowering stage. Tukey
test (a=0.05). Means with the same letters are not significantly different.
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Figura. 3. Severidad de dafio por chicharrita (Empoasca kraemeri Rossy Moore) en diferentes variedades de frijol en la etapa

de floracion. Prueba de Tukey (0. <0.05). Medias con las mismas letras, no son significativamente diferentes.
Figura 3. Damage severity by leathopper (Empoasca kraemeri Ross and Moore) on different bean varieties in the flowering

stage. Tukey test (0. <0.05). Means with the same letter are not significantly different.

baja actividad fotosintética, transpiracion y conductancia
estomatica (Figura 5 y 6), probablemente debido al bajo
contenido de clorofila producto de la clorosis férrica, la cual
fue del orden de 2.3 en una escala de 0 a 5, respecto a la
manifestada en las variedades Pinto Satillo y Pinto
Americano, que fueron de 0.66 y 0.94, respectivamente. Sin
embargo, producto de dicho comportamiento de respuesta,
la variedad Mayocoba tendio a ser mas eficiente en el uso del
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damaged under favorable moisture conditions (FC) at pre-
flowering stage, but this effect was lost in the flowering
phase. This is explained as a tendency of bigger damage by
this pest, under conditions of higher succulence of plant
tissues (Pinto et al., 2004), given the higher vigor observed
in conditions of moisture close to FC (Tables 1 and 2).
Separated and varieties-content interaction
effects of edaphic humidity in plant physiology. The
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Figura 4. Severidad de la clorosis férrica en diferentes variedades de frijol en la etapa de floracion. Prueba de Tukey (0. <0.05).
Medias con las mismas letras, no son significativamente diferentes.

Figura 4. Severity of iron chlorosis of different bean varieties in the flowering stage. Tukey test (e <0.05). Means with the same

letter are not significantly different.
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Figura 5. Fotosintesis en la etapa de floracion en tres variedades de frijol. Prueba de Tukey (o <0.05). Medias con las mismas

letras, no son significativamente diferentes.

Figura 5. Photosynthesis in the flowering stage of three bean varieties. Tukey test (o <0.05). Means with the same letter are not

significantly different.

agua (Figura 7). Lo anterior asociado al cierre estomatico
identificado por la menor conductancia y transpiracion,
similar a lo reportado por Nufiez ef al. (1998) que, aunque
afecta también negativamente a la fotosintesis, la eficiencia
de ésta en relacion al uso del agua, fue mayor (Tambussi,
2004). Finalmente, no hubo diferencias significativas en la
temperatura de la hoja entre las tres variedades.

Efecto del contenido de humedad edafica. El
contenido de humedad edafica influy6 significativamente
enuna mayor muerte pre y posemergente (35.7 %) cuando se
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photosynthesis rate is not affected by edaphic humidity
content, as it is less sensitive than other processes to water
stress (RODAS, s/f); although conductance and
transpiration are lower when the moisture content is near to
PWP. Due to the above, the photosynthetic efficiency is
increased at this moisture level, the same as the plant
temperature (Table 2 and 3). This suggests that, although
there is no variation in photosynthesis, it trends to be more
efficient, because of lower transpiration, given the lower
conductance, despite increasing temperature of the plant,
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Figura 6. Transpiracion en la etapa de floracion en tres variedades de frijol. Prueba de Tukey (0 <0.05). Medias con las mismas

letras, no son significativamente diferentes.

Figura 6. Transpiration in the flowering stage of three bean varieties. Tukey test (o < 0.05). Means with the same letter are not

significantly different.
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Figura 7. Transpiracion y eficiencia fotosintética en la etapa de floracion en tres variedades de frijol. Prueba de Tukey (o <
0.05). Medias con las mismas letras, no son significativamente diferentes.

Figura 7. Transpiration and photosynthetic efficiency in the flowering stage of three bean varieties. Tukey test (a0 < 0.05).

Means with the same letter are not significantly different.

mantuvo la humedad proxima a PMP, respecto a cuando se
mantuvo proxima a CC (Cuadro 1), lo que significa que un
contenido de humedad edafica moderado por encima de
PMP, se produce una mayor muerte pre y posemergente en
las diferentes variedades utilizadas en el presente estudio.
En tanto que Pedrozay T¢éliz (1992), reportaron que los altos
contenidos de humedad, favorecian la pudricion de raiz
causada por estos patdogenos, en condiciones de
invernadero.

No se detecté variacion de dafios por plagas
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which means that although it produces an stomatal closure,
photosynthesis is maintained by the possible CO, supply
through the photorespiration process (Tambussi, 2004;
RODAS,; s/t.).

The physiological analysis by variety and according
to the principles of phylogenetic resistance to stressors: the
material that less decreases their agronomical and/or
physiological characteristics when going from a favorable
edaphic humidity condition (near FC) to an unfavorable
humidity condition (near PWP), will be the one with highest
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Cuadro 1. Evaluacion fitosanitaria en frijol (Phaseolus vulgaris L.) en condiciones dptimas y suboptimas de humedad
edafica en la Comarca Lagunera, México. Etapa de prefloracion.
Table 1. Bean (Phaseolus vulgaris L.) phytosanitary evaluation under optimal and suboptimal conditions of edaphic

humidity at Comarca Lagunera, Mexico. Pre-flowering stage.

Contenidode  Muerte prey  Tizon comin  Virosis ~ Chicharrita ~ Minador ~ Vigor  Clor. Férrica ~ SDPE
humedad posemerg. (%) (%) (%) de lahoja (0-5) (0-5) (%)
(%) (%) (%)
CC 212b 8.1la 55a 7.7a 44a 4.6a l.6a 56.4a
+4.8 +1.18 +1.44 +0.97 +1.23 +0.09 +0.35 +4.73
PMP 35.7a 8.7a 54a 440 7.0a 290 15a 60.4 a
+59 +0.68 +1.34 +1.02 +1.12 +0.16 +0.32 +4.73

Prueba de Tukey (o <0.05). Cifras con las mismas letras dentro de una misma columna, no son estadisticamente diferentes. Los valores + debajo de cada valor
medio, corresponde al error estandar. CC= Capacidad de campo PMP=Punto de marchitez permanente. SDPE= Severidad de dafio por plagas y enfermedades.

asociados a la humedad edafica, excepto por chicharrita, la
cual dafi¢ significativamente mas en condiciones de
humedad favorable (CC) en fase de prefloracion, pero este
efecto se pierde en la fase de floracion. Lo anterior, se
explica como una tendencia de mayor dafio por esta plaga,
ante condiciones de mayor suculencia de los tejidos de la
planta (Pinto et al., 2004), dado el mayor vigor observado en
condiciones de humedad proximaa CC (Cuadros 1y 2).

Efecto por separado y de interaccion variedades-
contenidos de humedad edéfica en la fisiologia de la
planta. La tasa de fotosintesis no se afecta por el contenido
de humedad edafica, ya que es menos sensible que otros
procesos al estrés hidrico (RODAS, s/f); aunque la
conductancia y la transpiracion son menores cuando el
contenido de humedad es cercano a PMP. Derivado de lo
anterior, la eficiencia fotosintética se incrementa en este
nivel de contenido de humedad, lo mismo que la
temperatura de la planta (Cuadros 2 y 3). Lo anterior sugiere
que, aunque no hay una variacion en la fotosintesis, ésta
tiende a ser mas eficiente, al haber una menor transpiracion,
dada la menor conductancia, a pesar de incrementarse la
temperatura de la planta, lo cual significa que aunque se
produzca un cierre estomatico, la fotosintesis se mantiene
gracias al posible suministro de CO, por el proceso de la
fotorespiracion (Tambussi, 2004; RODAS, s/f.).

El analisis fisioldgico por variedad y de acuerdo a los

perspective, since its selection will be based on the average
genotype, of both humidity conditions (Pedroza, 1995).
Based on this approach, Saltillo Pinto variety is the one that
keeps a physiological behavior of higher activity, compared
to the other two varieties, in photosynthesis, conductance
and transpiration (Figures 8, 9 and 10); although in terms of
photosynthetic efficiency, the situation is reversed, where
the Mayocoba variety stands as the best in response, while
Pinto Saltillo is the less efficient genetic material (Figure
11). This shows that Mayocoba variety has low
physiological activity in both conditions, which might be
associated with its iron chlorosis (Figure 10). However, it
has high potential of photosynthetic efficiency under
conditions of water stress, although with a low rate of
biomass productivity because of the low photosynthetic
activity (Nuifiez et al., 1998). Pinto Americano showed the
highest response stability, which, although with
intermediate physiological values between the other two
varieties, it did not only maintained its physiological activity
from one humidity condition to another, but in some cases it
increased when moving to the unfavorable condition, as it
was in terms of photosynthetic efficiency and leaf
temperature (Figures 8 and 12, respectively). Similar
information has been reported previously in relation to the
decrease of photosynthetic activity, conductance and
transpiration, when decreasing soil moisture but with an

Cuadro 2. Evaluacion fitosanitaria en frijol (Phaseolus vulgaris L.) en condiciones dptimas y suboptimas de humedad

edafica en la Comarca Lagunera, México. Etapa de floracion.

Table 2. Bean (Phaseolus vulgaris L.) phytosanitary evaluation under optimal and suboptimal conditions of edaphic

humidity at Comarca Lagunera, Mexico. Flowering stage.

Contenido de  Tizon Virus  Chicharrita ~ Minador de Vigor  Clor. Férrica SDPE
humedad Comun (%) (%) hoja (%) (%) (%)
(%) (%) (%)
CcC 6.6a 48a 93a 16.4 a 4.6a I.1a 68.5a
+0.3 +1.11 +1.57 +1.35 +0.11 +022 +4.34
PMP 4.1a 4.1a 7.0a 172 a 39b 1.5a 59.3a
+0.19 +1.02 +14 +1.31 +0.12 +0.19 +4.46

Prueba de Tukey (0=0.05). Cifras con las mismas letras dentro de una misma columna, son estadisticamente iguales. Los valores + debajo de cada valor medio,
corresponde al error estandar. CC= Capacidad de campo PMP=Punto de marchitez permanente. SDPE= Severidad de dafio por plagas y enfermedades.
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Cuadro 3. Evaluacion fisioldgica en frijol (Phaseolus vulgaris L.) en condiciones dptimas y suboptimas de humedad
edafica en la Comarca Lagunera, México. Etapa de floracion.
Table 3. Bean (Phaseolus vulgaris L.) physiological evaluation under optimal and suboptimal conditions of edaphic

humidity at Comarca Lagunera, Mexico. Flowering stage.

Contenido de Fotosintesis Conductancia Transpiracion Eficiencia Temperatura Hoja
humedad vmol Co, m” s" mol H,O m’s"  pmol H,Om’s" Fotosintética °C

(%) (vmol CO,:
mmol H,0)

CcC 15.8a 0.118 a 3.58a 5.55b 29.5b

+0.69 +0.01 +0.31 +0.64 +0.24

PMP 155a 0.073 b 2.50b 6.88 a 30.1a

+0.91 +0.007 +0.22 +0.57 +0.13

Prueba de Tukey (0=0.05) Cifras con las mismas letras dentro de una misma columna, nos son estadisticamente diferentes. Los valores + debajo de cada
valor medio, corresponde al error estandar. CC= Capacidad de campo PMP= Punto de marchitez permanente.

principios de la resistencia filogenética a factores de estrés,
aquél material que disminuya menos sus caracteristicas
agronémicas y/o fisioldgicas al pasar de una condicion de
humedad edafica favorable (proxima a CC) a otra condicion
de humedad desfavorable (proxima a PMP), sera el de
mayor perspectiva, dado que su seleccion se hace en funcion
del genotipo promedio, de ambas condiciones de humedad
(Pedroza, 1995). Con este enfoque, la variedad Pinto Saltillo
es la que mantiene un comportamiento fisioldgico de mayor
actividad, respecto a las otras dos variedades, tanto en
fotosintesis, conductancia, como en transpiracion (Figuras
8,9y 10); aunque en términos de eficiencia fotosintética la
situacion se invierte, donde la variedad Mayocoba sobresale
como la de mejor respuesta, en tanto que la Pinto Saltillo
pasa a ser el material genético de menor eficiencia (Figura
11). Lo anterior indica que Mayocoba, tiene una baja
actividad fisiologica en ambas condiciones, lo cual puede
estar asociado a la clorosis férrica que manifestd (Figura
10). Sin embargo, tiene alto potencial de -eficiencia
fotosintética ante condiciones de estrés hidrico, aunque con
un bajo indice de productividad de biomasa, por la baja
actividad fotosintética (Nufez et al., 1998). El Pinto
americano fue el que mostré mayor estabilidad de respuesta,
el cual, aunque con valores fisiologicos intermedios entre
las otras dos variedades, no solamente mantuvo sus
actividad fisiologica al pasar de una condicion de humedad a
otra, sino que en algunos casos las increment6 al pasar a la
condicion desfavorable, como lo fue en términos de
eficiencia fotosintética y en temperatura de la hoja (Figuras
8 y 12, respectivamente). Informacion similar se ha
reportado previamente en relacion a la disminucion de la
actividad fotosintética, conductancia y transpiracion, al
disminuir la humedad del suelo, pero con un incremento en
la eficiencia fotosintética (umolCO,m”s": mmolH,0m’s™") y
el incremento en la temperatura de la planta (French and
Turner, 1991; Tezara et al., 1999; Lawlor and Cornic, 2002;
Casierra-Posada y Roa, 2006). Lo anterior, posiblemente
debido a una mayor actividad metabdlica y respiratoria, lo
que debe repercutir en una mayor produccion de biomasa 'y
por ende de rendimiento (Nufiez, et al. 1998), sin que ello
signifique una pérdida significativa de su tolerancia al estrés
hidrico. En resumen, la variedad Pinto Americano es la de
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increase in photosynthetic efficiency (umolCO,m’s™:
mmolH,0m?s") and an increase in the plant temperature
(French and Turner, 1991; Tezara et al., 1999; Lawlor and
Cornic, 2002; Casierra-Posada and Roa, 2006). This might
be possible due to an increase in metabolic and respiratory
activity, which could result in a higher biomass production
and hence yield (Nuilez, et al., 1998), without implying a
significant loss of tolerance to water stress. In summary,
Pinto Americano variety is the one with higher tolerance to
pests and diseases and water stress.

CONCLUSIONS

The main pests attacking beans were: planthopper
(Empoasca kraemeri Ross and Moore) and leafminer
(Xenochalepus signaticollis Baly); while the most common
diseases were: the pre and post-emergence death (associated
to Rhizoctonia solani Kuhn and Fusarium sp.), common
blight (Xanthomonas phaseoli) and bean common mosaic
virus (BCMV), with a 58.4 % average of damage severity.

The pre and post-emergence death significantly
increased (35.7 %) when edaphic humidity content was
closeto PWP.

In general, plants growed at a soil moisture content
near to PWP, showed a significantly lower conductance and
transpiration, and higher photosynthetic efficiency.

Pinto Americano variety was the best prospect
because of its higher photosynthetic efficiency under water
deficitand presence of pests and diseases.
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Figura 8. Fotosintesis en la etapa de floracion en diferentes variedades de frijol, al pasar de una condicion favorable de
humedad edafica (CC) auna desfavorable (PMP).

Figura 8. Photosynthesis in the flowering stage of different bean varieties when going from a favorable edaphic humidity
condition (FC) to an unfavorable one (PWP).
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Figura 9. Conductancia estomatica en la fase de floracion en diferentes variedades de frijol, al pasar de una condicion favorable
de humedad edafica (CC) auna desfavorable (PMP).

Figura 9. Stomatal conductance in the flowering stage of different bean varieties when going from a favorable edaphic
humidity condition (FC) to an unfavorable one (PWP).
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Figura 10. Transpiracion en la etapa de floracion en diferentes variedades de frijol, al pasar de una condicion favorable de
humedad edafica (CC) auna desfavorable (PMP).

Figura 10. Transpiration in the flowering stage of different bean varieties when going from a favorable edaphic humidity
condition (FC) to anunfavorable one (PWP).
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Figura 11. Eficiencia fotosintética (Tr/F) en la etapa de floracion en diferentes variedades de frijol, al pasar de una condicion
favorable de humedad (CC) auna desfavorable (PMP).
Figura 11. Photosynthetic efficiency (Tr/ F) in the flowering stage of different bean varieties when going from a favorable
humidity condition (FC) to anunfavorable one (PWP).
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Figura 12. Temperatura de la planta en la etapa de floracién en diferentes variedades de frijol, al pasar de una condicion

favorable de humedad edafica (CC) auna desfavorable (PMP).

Figura 12. Temperature of the plant in the flowering stage of different bean varieties when going from a favorable edaphic

humidity condition (FC) to an unfavorable one (PWP).

(asociada a Rhizoctonia solani Kuhn'y Fusarium sp. ), tizon
comun (Xanthomonas phaseoli) y el virus mosaico comtin
del frijol (BCMV), con una severidad de dafio promedio del
58.4%.

La muerte pre y pos-emergente se incremento
significativamente (35.7 %) cuando el contenido de
humedad edafica fue proxima a PMP.

En general, las plantas desarrolladas a un contenido
de humedad del suelo cercano a PMP, registraron una
conductancia y transpiracion significativamente menores y
mayor eficiencia fotosintética.

La variedad Pinto Americano fue la de mejor
perspectiva por su mayor eficiencia fotosintética en
condiciones de déficit hidrico y presencia de plagas y
enfermedades.
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Resumen. En el presente trabajo se evalud la actividad
antifungica in vitro de extractos acuosos de especias de
clavo (Eugenia caryophyllata) canela (Cinnamomum
zeylanicum); y orégano mexicano (Lippia berlandierr)
obtenidos mediante la técnica de hidrodestilacion, contra
seis de los principales hongos patdgenos que atacan a los
alimentos (Fusarium oxysporum, Alternaria alternata,
Geotrichum candidum, Trichoderma spp., Penicillum
digitatum y Aspergillus niger). La concentracion minima
inhibitoria (CMI) se determiné utilizando la técnica de
inhibicion del crecimiento micelial y los componentes
principales de los extractos acuosos obtenidos se evaluaron
por HPLC. Los resultados obtenidos mostraron que el
extracto acuoso de orégano presento la mejor capacidad de
inhibicion de crecimiento radial del micelio con una
concentracion de 40 mg/L. Los principales constituyentes
identificados en los extractos acuosos de las especies
estudiadas fueron acidos fendlicos, flavonoides, y
compuestos volatiles (Eugenol, Timol y Carvacrol).

Palabras clave adicionales: Extractos acuosos, actividad
antifingica, hongos patdgenos, clavo (Fugenia
caryophyllata), canela (Cinnamomum zeylanicum).

El tema de seguridad de alimentos con relacion a la
contaminacion microbiana, la cual proviene, principalmente
de hongos y bacterias, representa un reto en la actualidad

Volumen 31 Numero 2, 2013

Abstract. In the present study the antifungal activity in vitro
of the aqueous extracts of clove (Eugenia caryophyllata)
cinnamon (Cinnamomum zeylanicum); and Mexican
oregano (Lippia berlandieri) obtained by hydrodistillation
process were evaluated, against six major pathogenic fungi
that cause diseases in food (Fusarium oxysporum,
Alternaria alternata, Geotrichum candidum, Trichoderma
spp., Penicillum digitatum y Aspergillus niger). The
minimum inhibitory concentration (MIC) was determinate
by inhibition of mycelia growth and the principal
compounds contained in the aqueous extracts were analyzed
by HPLC. The results showed that the aqueous extracts of
Mexican oregano showed major inhibition of mycelia
growth with a 40mg/L. The principal constituents identified
in the spice extracts were phenolic acids, flavonoids, and
volatile compounds (Eugenol, Thymol and Carvacrol).

Additional keywords: Aqueous extracts, antifungal activity,
pathogenic fungi, clove (Eugenia caryophyllata), cinnamon
(Cinnamomum zeylanicum).

Currently, food safety in relation to microbial contamination
(which comes mainly from fungi and bacteria) is a big
challenge because of the high consumer demand for
replacing chemical preservatives as some of them have
shown to have carcinogenic effects on health; one possible
solution to this problem are the natural products (Falerio et
al.,2005; Nutcha et al., 2006). It has been shown that a wide
variety of plants contain natural compounds, which have
antioxidant, anti-cancer and anti-microbial activity, among
others (Shan et al., 2005; Wojdylo et al., 2007). These
compounds are known as antimicrobial agents and may be
intentionally added to the food or packaging, because they
delay growth or kill microorganisms, thus increasing the
resistance of adulteration or food safety (Davidson and
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debido a la alta demanda de los consumidores para la
sustitucion de conservadores quimicos debido a que algunos
de ellos han demostrado tener efectos cancerigenos en la
salud; una solucidn a esta problematica son los productos
naturales (Falerio et al., 2005; Nutcha et al., 2006). Se ha
demostrado que una gran variedad de plantas contienen
compuestos naturales, los cuales presentan actividad
antioxidante, anti cancerigena, asi como antimicrobiana,
entre otras (Shan et al., 2005; Wojdylo et al., 2007); Estos
compuestos son llamados agentes antimicrobianos y pueden
ser afladidos intencionalmente al alimento o a empaques,
debido a que retardan el crecimiento o causan la muerte de
los microorganismos aumentando asi, la resistencia de la
alteracion de calidad o seguridad de un alimento (Davidson
y Zivanovic, 2003); en estado natural, estos compuestos
pueden desempeiar el papel de conservadores de alimentos
de una manera natural y sin comprometer la salud de los
consumidores (Beuchat, 2001); esto, debido a que varios de
los agentes antimicrobianos han demostrado tener actividad
bioldgica, la cual puede provenir de sus diversos
componentes fenolicos presentes (Zhen-Dan et al., 2005;
Shan et al., 2005; Cha 'y Chinnan, 2004). Para extraer dichos
compuestos también es necesario el desarrollo de técnicas
que permitan la obtencion de éstos, como es el caso de la
hidrodestilacion (Hernandez-Ochoa et al., 2012) proceso
por el cual, se obtienen los aceites esenciales que han sido
ampliamente estudiados por su actividad bioldgica
(Lambert et al., 2001). Los aceites esenciales contienen
hasta un 3 % de moléculas activas (Ortuiio, 2006) sin
embargo, su fuerte olor y sabor, en la mayoria de los casos,
impide la aceptacion de los consumidores. En el proceso de
extraccion de los aceite esenciales, existe una segunda fase,
llamada extracto acuoso o agua floral, la cual, segiin
recientes estudios, puede presentar actividad biologica
contra diferentes tipos de bacterias, incrementando las
expectativas para su utilizacion como conservador natural
en alimentos, ya que algunos de los componentes activos
contenidos en el aceite esencial pueden migran hacia el
extracto acuoso (Hernandez-Ochoa ef al., 2012). Estudios
de extractos acuosos de plantas, obtenidos por distintos
métodos, ya se han utilizado recientemente para la
produccion de fungicidas alimentarios, incluyendo
extractos de pino (Pinus sylvestris) abeto rojo (Picea abies),
ajo (Allium sativum), albahaca, romero, laurel entre otros
(Eslaminejad et al., 2012; Ozcan et al.,2011). En el presente
trabajo se investigo la actividad antifungica y composicion
quimica de extractos acuosos de clavo, canela y orégano
mexicano para la inhibicion de seis de los principales
hongos patégenos en alimentos: Fusarium oxysporum,
Trichoderma spp., Aspergillus niger, Alternaria alternata,
Geotrichum candidum'y Penicillum digitatum.

MATERIALES Y METODOS

Materia vegetal. Se utilizaron partes de tallo, hojas y
flores de la planta de orégano mexicano (Lippia berlandieri
Schauer) cultivada en la region de Chihuahua. Los frutos de
canela (Cinnamomum zeylanicum) y clavo (Eugenia
caryophyllata) fueron adquiridos en la empresa Comercial
Cardona S.A. de la misma ciudad; todas las muestras fueron

Volumen 31 Ntamero 2, 2013

Zivanovic , 2003); in natural state, these compounds may
play the role of food preservatives in a natural way without
compromising the consumers health (Beuchat, 2001); a
number of antimicrobial agents have shown biological
activity, which may come from their various phenolic
components (Zhen-Dan et al., 2005; Shan et al.,2005; Chay
Chinnan, 2004). In order to extract these compounds it is
necessary to develop extraction techniques, such as
hydrodistillation (Hernandez- Ochoa et al., 2012), that is an
essential oils extraction process which have been
extensively studied because of their biological activity
(Lambert et al., 2001). Essential oils contain up to 3% of
active molecules (Ortuflo, 2006), however, its strong smell
and taste, in most cases, avoids the consumer acceptance.
During the extraction of essential oils process exists a
second phase, called aqueous extract or floral water, which,
according to recent studies, may have biological activity
against different types of bacteria, increasing the
expectations for its use as a natural preservative in food,
because some of the active compounds contained in the
essential oil can migrate to the aqueous extract (Hernandez-
Ochoa et al., 2012). Studies of aqueous plant extracts
obtained by different methods, have recently been used for
the production of food fungicides, including pine extracts
(Pinus sylvestris), Norway spruce (Picea abies), garlic
(Allium sativum), basil, rosemary and laurel, among others
(Eslaminejad et al., 2012; Ozcan et al., 2011). In this study,
the antifungal activity and chemical composition of aqueous
extracts of clove, cinnamon and Mexican oregano were
tested for the inhibition of six major pathogens present in
food: Fusarium oxysporum, Trichoderma spp., Aspergillus
niger, Alternaria alternata, Geotrichum candidum and
Penicillum digitatum.

MATERIALSAND METHODS

Plan material. Parts of the stem, leaves and flowers
of Mexican oregano (Lippia berlandieri Schauer) cultivated
in the region of Chihuahua were used. The cinnamon fruits
(Cinnamomum zeylanicum) and clove (Eugenia
caryophyllata) were obtained from Comercial Cardona S.A.
Company in the same city; all samples were from the same
batch and stored at room temperature (2742 °C).

Biological material. Three of the strains used
(Fusarium oxysporum, Trichoderma spp. and Aspergillus
niger) were obtained from the culture collection of the
Faculty of Chemistry. Alternaria alternata was isolated
from saladette tomato (Lycopersicon esculentum) and
pepper (Capsicum annuum L.), both in decomposition
process with remarkable cuticular damage; Geotrichum
candidum was isolated from panela cheese and Penicillium
digitatum was obtained from Capulin (4rdisia compressa);
all strains were isolated according to Agrios (2005); once the
cuticular damage was identified in the products, three deep
triangular cuts were made with a scalpel of approximately
0.5 cm depth in external necrosis areas, then they were
disinfested in a 2 % sodium hypochlo