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INFLUENCIA DE LA MICOBIOTA DEL MAIZ (Zea mays L.) SOBRE LA
CALIDAD SANITARIA DE LA SEMILLA'Y LA SOSTENIBILIDAD DEL
SISTEMA DE CERTIFICACION DE SEMILLAS EN VENEZUELA

Numerosos patogenos incluyendo Fusarium, Aspergillus y Penicillium infectan
semillas, plantulas y plantas del cultivo de maiz convirtiéndose en un eficiente
vehiculo de diseminacion y transmisién de enfermedades. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la influencia del inoculo de micobiota transmisible por la
semilla de maiz sobre la calidad sanitaria y sostenibilidad del sistema de certificacion
de semillas de este cultivo en Venezuela. Para ello se seleccionaron dos lotes de
produccion de semilla hibrida de maiz en las localidades La Cuarta y Valle de
Tucutunemo del estado Aragua. La caracterizacion de la micobiota inicial se realizo
sobre muestras aleatorias de suelo y semilla de los parentales. La micobiota en follaje e
inflorescencia femenina se evaluo mediante muestreo sistematico entre filas y al azar
dentro de las filas, con 25 puntos por parcela, e intervalos de quince y siete dias
respectivamente. Se analizo la germinacién estandar y el vigor de semillas maduras.
El control quimico de la micobiota fue estudiado con aplicaciones presiembra de dosis
comerciales de cinco fungicidas en laboratorio. En campo, se evaluo la eficacia de
aplicaciones foliares de dosis comerciales de Benomyl sobre la incidencia de
micobiota en semillas maduras. La influencia potencial de la comercializacion de
semilla hibrida de maiz portadora de micobiota transmisible sobre la sostenibilidad del
sistema de certificacion de semillas, fue estimada mediante el uso de resultados
parciales de esta investigacion y una encuesta para los actores del sistema de
certificacion de maiz. Los resultados demostraron alta incidencia de micobiota en
semillas de los parentales e inflorescencias femeninas, con rangos entre 36 y 71% para
Fusarium, entre 0,2 y 30% para Penicillium y entre 6% y 82% para Aspergillus. En
los lotes de suelo las frecuencias de Aspergillus y Penicillium fueron superiores a 14%
y 22%, respectivamente. En follaje, se registro baja incidencia (3,68%) de Curvularia,
mientras que durante las etapas reproductivas la infeccién por micobiota aument6
hasta 34,27% en madurez fisiologica (MAFI), hasta 95,73% a la madurez de cosecha
(MACO). La semilla producida en época de lluvias presento mayor % de micobiota
que producida en época de norte verano. Los altos niveles de micobiota natural no
afectaron el % de germinacion y vigor de la semilla requerido para certificacion. El
Benomyl en tratamiento presiembra controlo la micobiota hasta 3%. Las aplicaciones
foliares de Benomyl cada 15 dias redujeron en 50% la incidencia de micobiota total en
la etapa MAFI. Segun los actores consultados, los actuales procedimientos de
certificacion de semilla de maiz no verifican la calidad sanitaria de la semilla, lo que
podria amenazar la sostenibilidad del sistema de produccion de semillas y granos de
maiz. Las conclusiones fueron: El alto nivel de micobiota en la semilla hibrida de
maiz, es consecuencia del inoculo original presente en todos los agentes bidticos que
participan en el ciclo de produccion de semilla de maiz; se requieren modificaciones
tecnoldgicas y legales que garanticen la la produccién y comercializacion de semilla
certificada de maiz con calidad sanitaria sustancialmente superior a la actual.

Palabras Clave: semilla de maiz, micobiota, calidad sanitaria, germinacion.
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INFLUENCE OF MICOBIOTA ASSOCIATED TO MAIZE (Zea Mays L.) ON
HEALTH QUALITY OF SEEDS AND SUSTAINABILITY OF SEED
CERTIFICATION SYSTEM IN THIS CROP IN VENEZUELA

Many pathogens, including Fusarium, Aspergillus and Penicillium have been
reported in crop maize, infecting seeds, seedling and crop plots becoming efficient
agents for diseases dissemination and transmission. This research was designed to
evaluate the influence of micobiota population transmissible to maize seeds on health
quality and sustainability of seed certification system of this crop in Venezuela. For
this purpose, two lots for hybrid seed production of maize were selected in La Cuarta
and El Valle de Tucutunemo, in Aragua state. To characterize initial microbiota,
randomized samplings of soil locations and parental seed were taken. The microbiota
screaning on foliage and female inflorescence were made by systematic sampling
between rows and randomized within rows, at 15 and 7 days intervals respectively,
upon 25 sites per plot. Germination and vigor tests of mature seeds were performed.
Chemical control of micobiota of dry seed of maize was evaluated by commercial
doses of pre sowing treatment of five fungicides, were evaluated in the laboratory.
Also, the effect of Benomyl on micobiota infecting harvested seed was studied. To
evaluate potencial impact of trading seed maize with important levels of microbiota
upon sustainability of venezuelan seed certification system of maize, was studied by
using partial results of this research and a poll responded by actors of seed
certification system.  Results proved that parental seeds and female plant
inflorescences were heavily infected with Fusarium (36% - 71%), Aspergillus (0, 6%
- 82%) and Penicillium (0, 25% - 30%). Soil plots were infected by Aspergillus (14,
00%) and Penicillium (22,00). On the foliage, incidence of Curvularia spot was 3,
68%. Micobiota incidence increased during reproductive stages up to phisiological
maturity (MAFI) stage with 34, 27%, and the highest level at harvest maturity
(MACO) with 95, 73%. Also, fungi infections were higher than during rainy season
than in “Norte verano” season. The proven high incidence of natural micobiota had
no effect on seed germination and vigor levels. Benomyl preplanting seed treatment
made best control seed microbiota (3,00%). Foliar applications of Benomyl
diminished Fusarium incidence by 50% at MAFI stage. According to consulted
actors, current procedures of certification system do not enforce health quality status
for trading maize seed, which might become a potential menace for sustainability of
seed and grain maize production across the country. The conclusions were; a) The
high level of microbiota detected in maize seed is the consequence of original
inoculum present in all biological components of hybrid seed production of maize; b)
technological and legal modifications applied to the Venezuelan certification system
for maize are required to assure the certification and trading of substantially higher
health quality maize seed.

Key words: maize seed, microbiota, health quality, germination.
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INTRODUCCION

El maiz es un cultivo estratégico para la dieta del venezolano y la seguridad
agroalimentaria del pais. Los avances en mejoramiento genético de maiz y la
implementacién del sistema de certificacion de semilla de maiz (SCM) han
contribuido al incremento de la productividad del cultivo y al abastecimiento con
semilla nacional (Miranda, 1997; Oropeza, et al.; 2000, Vielma, 2003).

La region central del pais persiste como la principal zona de produccion y
comercializacion de SCM, pero las investigaciones de Da Silva (2006), Diaz (2006) y
Diaz et al. (2007) destacan problemas sanitarios y agronoémicos asociados con
debilidades tecnoldgicas y operativas de los programas de produccién y control de
calidad de las empresas productoras y el Servicio Nacional de Semillas (SENASEM),

respectivamente.

Considerando que la semilla es un medio eficaz de diseminacién de patdgenos
perjudiciales a la sanidad ambiental, y en reconocimiento a la importancia de la
sostenibilidad de otras zonas de produccion de SCM, es importante correlacionar el
inéculo de micobiota natural (MN) presente en los componentes biéticos de la cadena
de produccion y uso de SCM, para definir estrategias de mejoramiento de la calidad
sanitaria, fisiologica y genética de la semilla, para implementar estrategias de manejo
que fortalezcan la sostenibilidad del sistema de produccién en Venezuela y la

seguridad alimentaria nacional.

En este contexto, previa la autorizacion de la honorable Comision del
Doctorado en Ciencias Agricolas de la Facultad de Agronomia de la UCV, y del
Comité Académico correspondiente, presentamos para la evaluacion reglamentaria, la
Tesis Doctoral de Neyda Simosa, titulada “INFLUENCIA DE LA MICOBIOTA
ASOCIADA AL MAIZ (Zea mays L.) SOBRE LA CALIDAD SANITARIA DE LA
SEMILLA Y LA SOSTENIBILIDAD DEL SISTEMA DE CERTIFICACION DE

XVi



SEMILLAS DE ESTE CULTIVO EN VENEZUELA.”, cuyo contenido ha sido
organizado bajo el modelo de un objetivo general (OG), que define la estrategia y el
alcance de la investigacion realizada, cinco objetivos especificos (OEs), cuyo
contenido responde su planteamientos tactico en correspondencia con el objetivo

general.

El objetivo general de esta investigacion fue “Evaluar la influencia de las
poblaciones de micobiota transmisible por la semilla de maiz sobre los patrones de

calidad sanitaria y el sistema de certificacion de semillas maiz en Venezuela.”.

Los cinco objetivos especificos, conforman los capitulos del | al V de la
presente Tesis Doctoral, cuyos detalles son: el objetivo del Capitulo | fue,
“Caracterizar e identificar la micobiota presente en semillas de hibridos de maiz,
producida en dos épocas de siembra en el estado Aragua”. Este proposito abarco la
identificacion del origen y desarrollo del inéculo potencial de la micobiota natural
(MN), discriminada en micobiota total (MT) e individual (MI) en todos los agentes
bidticos de la produccién de SCM, a saber: semillas de los parentales y de sus
progenies Himeca 3002, DANAC 3273 y Sefloarca 91; micobiota en el suelo de los
lotes seleccionados para producir la semilla hibrida en dos localidades del estado
Aragua; micobiota natural en follaje de las plantas madres durante las etapas de
desarrollo vegetativo y reproductivo; semillas en etapas de maduracion y cosecha. En
el Capitulo Il, se identificé la micobiota natural presente en diferentes partes de la
inflorescencia femenina durante las etapas de desarrollo del grano hasta madurez de
cosecha (MACO) con el objeto de identificar el patron de infeccion por micobiota
durante las fases de formacidn, desarrollo y maduracion de la semilla de maiz hibrido.
El Capitulo 111, consistio en evaluar la influencia de la micobiota natural sobre la
calidad sanitaria y fisiologica de la semilla hibrida de maiz, definida esta como los
porcentajes de germinacion y vigor de semillas infectadas con los niveles de MT y
MI correspondientes. En el Capitulo 1V, se priorizd “evaluar la eficacia del

tratamiento con fungicidas para controlar la micobiota en semillas de maiz”, incluido
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Benomyl, como tratamiento pre siembra de semillas, y en aplicaciones foliares en
campos de produccion de SCM. El Capitulo V, estim6é mediante un andlisis critico la
influencia potencial de la distribucion de semilla de hibridos de maiz portadora de
micobiota transmisible, sobre la sostenibilidad del actual sistema de certificacion de

semillas.

Se finaliza con el capitulo VI donde se realiza una discusion general de apoyo
a los aspectos relevantes tratados en los capitulos individuales, culminando con las
conclusiones relevantes, extraidas de los eventos desarrollados en cada capitulo, asi
como las recomendaciones para promover el desarrollo de nuevas investigaciones y

proyectos para validar o ampliar los resultados de la presente investigacion.
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CAPITULO I

Caracterizacion de la micobiota natural en semillas de maiz producida en dos
épocas de siembra del estado Aragua.

El maiz es un cultivo estratégico para la dieta del venezolano y la seguridad
agroalimentaria del pais. Los avances en mejoramiento genético y la produccion
sostenida de semilla certificada de maiz (SCM) han contribuido al crecimiento de la
productividad y abastecimiento nacional de este cultivo. Aragua persiste como la
principal zona de produccién y comercializacion de SCM, pero sus campos reflejan
problemas sanitarios y agrondmicos que requieren soluciones, porque la semilla es un
medio eficiente de diseminacidn y transmision de patdgenos. Este contexto destaca la
importancia de caracterizar e identificar la micobiota presente en semillas de hibridos
de maiz producida en dos épocas de siembra en el estado Aragua, para definir
estrategias de control y mejoramiento de la calidad sanitaria de la SCM. Para esto se
identificd y cuantifico el porcentaje de incidencia de micobiota total (MT) e
individual (MI) en semillas parental de los hibridos Himeca 3002, DANAC 3273 y
Sefloarca 91; en los suelos de las localidades y épocas de siembra seleccionadas para
produccion de SCM; en follaje de plantas del cultivo y semillas en la etapas de
desarrollo, maduracién y cosecha. Para ello se tomaron muestras al azar de semilla de
los parentales a sembrar; 25 muestras sistematicas entre hileras y al azar dentro de las
hileras del cultivo, y 25 mazorcas en las etapas de madurez fisioldgica (MAFI) y
madurez de cosecha (MACO). La micobiota fue identificada por el método de las
placas de Petri con agar (ISTA, 1993). Las muestras de suelo fueron colectadas al
azar y procesadas por el método de dilucion (Tuite, 1969). Los porcentajes de
incidencia de enfermedades se determinaron sobre muestreo quincenal a partir de los
15 dias después de la siembra (DDS). Los resultados mostraron que la MT estaba
compuesta por Fusarium spp., Penicillium sp., Aspergillus flavus, A. niger, patdgenos
con alto potencial epidémico y riesgo para la salud vegetal, animal y humana, ademas
de Curvularia sp., Acremonium sp. y Rhizopus sp. Esta MT tuvo alta incidencia en la
semilla parental de los tres hibridos evaluados y la de sus progenies con porcentajes
de incidencia que variaron entre 52 y 98 %. La semilla materna de los tres hibridos
presentd los maximos porcentaje de incidencia de MT con valores ligeramente
menores en semilla de los tres padres. Para la progenie de los tres hibridos los
porcentajes de infeccién por MT durante la MAFI variaron entre 8 y 71%; pero con
méaxima incidencia en la etapa de MACO donde la incidencia fue superior al 90 %.
Estos resultados confirman que la SCM puede ser un medio eficiente de diseminacién
y transmision de patdgeno de maiz y recomienda las investigaciones complementarias
que caractericen riesgo epidemioldgico y ambiental asociado con la distribucién y uso
de SCM con los perfiles sanitarios encontrados.

Palabras clave: semilla de maiz; patologia de semillas; Fusarium; Penicillium;
Aspergillus; fuente de inoculo, calidad sanitaria.



I. INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) junto con el arroz y el trigo son los cereales con mayor
importancia en la alimentacion mundial. En Venezuela, para el afio 2013 el maiz
representd el 57 % de la superficie cosechada de cereales, por lo que es uno de los
cultivos con mayor demanda de semilla pues cerca del 80% de la siembra se realiza
con semilla certificada (FEDEAGRO, 2015).

Internacionalmente, los principales contaminantes de semillas y granos de maiz
son especies referibles a los generos Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus y
Mucor (McGee, 1988; Khosravi et al., 2007) En Venezuela, los hongos con mayor
incidencia comprobada en el cultivo de maiz son Fusarium, Aspergillus y Penicillium
(Mazzani y Borges, 1993; Mazzani et al., 2000; Mazzani et al., 2001; Da Silva, 2005
y Ronddn et al., 2011). Estos hongos invaden sistémicamente la planta, las semillas
en desarrollo y maduras pudiendo producir varios tipos de micotoxinas altamente

toxicas para humanos y animales (Castonguay y Couture, 1983; Malaguti, 2000).

En el d&mbito nacional son pocas las referencias cientificas sobre sanidad y
patologia de semilla de maiz, lo cual contrasta con la importancia que esta linea de
trabajo tiene para el abastecimiento de SCM vy la produccion agroindustrial de maiz
para consumo de la poblacion. Dado que la semilla infectada es un medio eficiente de
diseminacion y transmision de patogenos y esta infeccion puede iniciarse en el
campo, es importante caracterizar la MN como fuente potencial de in6culo durante el
ciclo del cultivo, por su influencia en la calidad sanitaria de las semillas producidas
en los programas de certificacion de semillas de maiz, para definir estrategias de
manejo y control como apoyo a la sostenibilidad de este sistema en Venezuela.
También es importante conocer si en las épocas de lluvia y norte-verano hay
diferencias en la incidencia de patégenos en semillas producidas para determinar la

mejor época de produccion de semillas sana.



El objetivo general de este capitulo fue caracterizar e identificar la micobiota
presente en semillas de hibridos de maiz producidas en dos épocas de siembra en el
estado Aragua y los objetivos especificos fueron: (a) Identificar la MN (MT, MI) de
las semillas de los parentales e hibridos estudiados, (b) Identificar la MN en suelos de
lotes de produccion de semilla HIBRIDA seleccionados en dos localidades de Aragua
y (c) Evaluar la incidencia de la MN en el follaje durante el desarrollo de la planta de

maiz.



Il. REVISION DE LITERATURA

En Venezuela la incidencia de enfermedades de maiz en las zonas productoras
es frecuente, calculdndose una reduccién del 10 6 15% del rendimiento potencial
(Malaguti, 2000). Algunas de estas enfermedades contaminan la semilla, pero no son
transmitidas por ellas. El in6culo potencial puede encontrarse en los residuos de
cosechas, el suelo donde se desarrolla el cultivo, en malezas perennes o en
hospedantes alternos pudiendo diseminarse por el viento, agua o insectos (Malaguti,
2000). El indculo interno o dentro de la semilla da origen a la enfermedad en el
campo, Yy el transportado sobre la semilla también es un vehiculo efectivo para la
diseminacion e introduccién de las enfermedades en nuevas regiones (Christensen y
Kaufmann, 1965; ISTA, 1993).

Del inventario de las enfermedades del maiz registradas en el pais, 24 son
producidas por hongos (66 %), de las cuales 10 pueden ser transmitidas y seis
transportadas por las semillas. Entre las transmisibles por semilla se encuentran la
pudricion del tallo y la pudricion de las semillas y plantulas (Pythium sp., Fusarium
sp., F. verticillioides, F. culmorum, F. semitectum, F. equiseti), el tizén del sur
(Bipolaris maydis), la mancha marrén (Physoderma maydis), el mildiu lanoso o falsa
punta loca (Sclerophthora macrospora), la pudricion de las mazorcas (Stenocarpella
maydis), la pudricién rosada (F. verticillioides, F. subglutinans, F. semitectum), la
pudricion roja (F. graminearum), granos mohosos o pudricién en almacenamiento
(Aspergillus spp., A flavus, A. niger, Penicillium spp.) y antracnosis (Colletotrichum
graminicola). Las enfermedades transportadas por las semillas son pudricion
carbonosa (Macrophomina phaseolina), carbon comudn (Ustilago maydis), mancha
por Curvularia (Curvularia sp.), falso carbon (Ustilaginoidea virens), pudricién de la
mazorca (Cladosporium sp.) y pudricion de hojas, tallos y mazorcas (Rhizoctonia
solani) (McGee, 1988; Malaguti, 2000).



Todos los patdgenos citados se han encontrado infectando la semilla de maiz,
especialmente durante periodos muy hdmedos para la formacion de los granos. La
presencia de las especies referibles a los géneros Aspergillus y Fusarium en las
mazorcas es de gran significacion por la produccion de micotoxinas altamente toxicas
para humanos y animales. Entre las micotoxinas identificadas estan las aflatoxinas
producidas por Aspergillus flavus o A. parasiticus, y las fumonisinas producidas por
Fusarium verticillioides, F. proliferatum y F. anthophilum (Munkvold y Desjardins,
1997; Mazzani, 1998; Chavarri, 2009). F. verticillioides es el mas perjudicial en
nuestras condiciones porque invade sistémicamente la planta y los granos,
produciendo varios tipos de fumonisina, mientras que F. subglutinans produce poca o
ninguna fumonisina (Malaguti, 2000; Mazzani, 2001; Da Silva, 2005).

Antolini y Garcia (1994) en estudios realizados sobre semillas de origen
nacional e importadas identificaron los hongos Aspergillus sp., A. flavus, A. niger, A.
giganteus, Fusarium sp., F. solani, F. verticillioides, F. oxysporum, Penicillium spp.
y Cladosporium sp. observaron que la mayor incidencia en las muestras nacionales
fue de F. solani con un 59% de incidencia, Fusarium sp. y F. oxysporum con 46%.
En las muestras importadas la mayor incidencia en granos de maiz amarillo fueron
Fusarium sp. (68%), Penicillium spp. (39%) y A. flavus (37%), mientras que en grano
de maiz blanco la mayor incidencia fue F. verticillioides (60%). Mazzani et al. (2001)
encontraron alta incidencia de F. verticillioides en granos de maiz, la incidencia entre
los hibridos evaluados varié entre 26,0 y 72,0% en el estado Portuguesa y 28,7 a
55,7% en el estado Guérico. Al igual, Malaguti (2000) confirmo que en todas las
muestras evaluadas, la fusariosis ocasionaba dafios relevantes en la planta y la calidad

del grano.

1. Enfermedades transmitidas por semilla

La incidencia y transmision de las enfermedades que infectan la semilla de maiz

en Venezuela varia de acuerdo al patdgeno. Dentro del género Fusarium hay especies



que causan pudricion de raiz, tallo, mazorca y grano, y marchitamiento en las
plantulas (McLean y Berjak, 1987). Este género produce un estriado blanco y
pudricion de la semilla afectando su calidad; ademéas los granos y semillas
contaminados presentan micotoxinas incluyendo moniliformina, fumonisina,
zearalenona y tricotecenos, que son toxicos para el hombre y los animales, asociadas
con cancer del esdfago, infertilidad y desordenes renales (MacDonald y Chapman,
1997). También se ha comprobado que F. graminearum y F. verticillioides son
transmitidos de la semilla a la plantula (Kabeere et al., 1997; Yates et al., 1997; Da
Silva, 2005). Adicionalmente, Lawrence et al. (1981) confirmaron la infeccién de
plantulas provenientes de semillas infectadas en suelo estéril. Rheeder y Marasas
(1998) encontraron que F. verticillioides no sobrevive en el suelo porque no produce
clamidosporas, indicando que las fuentes de indculo son el aire, las semillas o los
insectos mientras que Cotten y Munkvold, (1998) demostraron que los residuos de
cosecha pueden ser una fuente de inoculo a largo plazo. Munkvold et al. (1997)
determinaron que la mayor diseminacién de F. verticillioides es aérea, demostrando
que el 75-95% de la infeccion de granos provino de barbas de maiz inoculadas,

mientras la infeccién a través de la semilla vario entre 0-30%.

Los patdgenos Aspergillus spp., A. glaucus, A. niger y A. flavus producen
granos mohosos y pudriciones en almacenamiento. Las semillas afectadas con estos
patdgenos se observan decoloradas y arrugadas. Estos hongos son transmitidos por
semillas, produciendo pudricion de las raices en plantulas y puede persistir en el
campo en residuos de cosechas. Aspergillus niger puede causar infeccion
asintomatica y sistémica en plantas de maiz (Palencia, 2012). Por su parte las especies
de Penicillium producen granos mohosos, pudricién de granos en almacenamiento y
decoloracion de la semilla, pero el principal problema ocasionado por estos dos
hongo es la produccion de micotoxinas con efecto carcinogénico (McGee, 1988).

Singh et al. (1986), citan que Bipolaris maydis (=Helminthosporium maydis;



Drechslera maydis), afecta hojas, tallos, inflorescencias. En semillas de maiz se ha
detectado en pericarpio, endospermo y punta basal, pero raramente en el escutelo y el
embrion. La raza T del tizon del sur produce un moho afelpado de color negro sobre
la semilla y se ha demostrado su transmision por estas (Kommedahl y Lang, 1971).
No hay evidencias de que la raza O de este patdgeno se transmita por semillas, pero
sobrevive bien en restos de cosecha (Gates y Bolwyn, 1972). Rao et al. (1985)
informa que Sclerophthora macrospora produce el mildiu lanoso o falsa punta loca.
Se ha detectado micelio y oosporas de este hongo en el pericarpio y en menor
porcentaje en el embrién de semillas de maiz; también ha sido encontrado en el
escutelo. Este patdgeno cuando infecta a la planta madre en temprana edad, no
permite la produccién de semillas porque produce esterilidad de la planta. Se
transmite recién cosechada, porque la infeccion disminuye de 60 a 0,6% en semillas
almacenadas a 1°C durante siete semanas. Otras fuentes de indculo son el suelo,

malezas y conidios dispersadas por el viento (McGee, 1988).

De acuerdo a McGee (1988) Stenocarpella maydis (Diplodia maydis) afecta a
toda la planta incluyendo inflorescencias y semillas, produciendo pudricion del tallo.
Las semillas son una importante fuente de in6culo de esta enfermedad. También se ha
demostrado la sobrevivencia en semillas y transmision de este patégeno desde
semillas infectadas de maiz al mesocotilo de plantulas y posteriormente infeccion de
la corona y el tallo (McNew, 1937). El patdgeno Colletotrichum graminicola produce
la antracnosis en maiz y ha sido encontrado sobre semillas produciendo estrias
oscuras y acérvulos. Este hongo puede sobrevivir en la superficie del suelo y sobre la
semilla hasta por dos afios y ser transmitido a las plantulas (Warren y Nicholson,
1975).

2. Enfermedades diseminadas por la semilla

Dentro del grupo de patégenos que son transportados pero no transmitidos por

la semilla de maiz se ubica Macrophomina phaseolina, que produce la pudricion



carbonosa. Este hongo se ha detectado en muy bajos niveles en medios de cultivo y
puede ser observado visualmente ya que produce ennegrecimiento de las semillas.
Ustilago zeae es un acompafiante de la semilla en forma de esporas sueltas y produce
el carbon comdn en maiz; las semillas infectadas se transforman en vesiculas
carbonosas por lo que son una fuente importante de in6culo. Curvularia sp, hongo
que produce la mancha por Curvularia es asociado con la franja blanca sobre la
semilla. Ustilaginoidea virens productor del falso carbon y ha sido sefialado como
transmitido por semilla pero no se han encontrado pruebas de ello. Rhizoctonia solani
asociada con la pudricion de hojas, tallos y mazorcas en maiz, las semillas infectadas
son pequefas y arrugadas. Physoderma maydis produce la enfermedad denominada
mancha marron que puede afectar toda la planta de maiz en estado de plantula,
desarrollo vegetativo y floracién; es importante en areas con abundantes lluvias y
altas temperaturas; también se ha sefialado su sobrevivencia en las semillas pero no

hay evidencias de que pueda ser transmitido por esta via (McGee, 1988).

3. Etapas de desarrollo del maiz

Cuando se realizan estudios de las enfermedades de un cultivo es importante
conocer la fase de desarrollo en la cual el patdégeno incide ya que la susceptibilidad o
la resistencia cambia con esta (Kranz, 1994). La edad y el desarrollo de un cultivo se
puede registrar como el nimero de dias a partir de la siembra (DDS) o a partir de la
emergencia, pero se obtiene mayor informacion usando las etapas de desarrollo, las
cuales son definidas de acuerdo al desarrollo fisiol6gico y ontogenético de la planta.
Una de las clasificaciones utilizadas para identificar las etapas de desarrollo en el
maiz es el sistema ideado por Hanway y Ritchie (1984) cuyos detalles se presentan en
el Cuadro 1.1. Las etapas de desarrollo se dividen en dos grandes categorias:
vegetativa (V) y reproductiva (R).



Cuadro 1.1: Etapas de desarrollo del maiz segiin Hanway y Ritchie (1984)

Etapa | DDS* | caracteristicas | Etapa | DDS* Caracteristicas

VE 5 Emergencia de R1 59 Etapa de sedas.
plantula Emergencia de estigmas.

V1 9 Visible cuello de R2 71 Etapa de ampolla. Granos
la primera hoja. Ilenos con liquido claro.

Puede verse el embrion.

V2 12 | Visible cuello de R3 80 Etapa lechosa. Granos
la segunda hoja. Ilenos con liquido lechoso.

V3 Visible el cuello R4 90 Etapa pastosa. Granos
de la tercera hoja. Ilenos con pasta blanca. El

embrion tiene
aproximadamente la mitad
del ancho del grano.

Vn Visible el cuello R5 102 | Etapa dentada. Parte
de la hoja numero superior de granos llena
“n”. con almidén sélido.

VT 55 | Panoja. R6 112 | Madurez fisioldgica.
Visible ultima Capa negra visible en la
rama de la base del grano.
panicula. Espiga
en miniatura.

* DDS: numero aproximado de dias después de la siembra en tierras bajas tropicales, donde las
temperaturas maxima y minima pueden ser de 33°C y 22°C, respectivamente. En los ambientes mas
frios, se amplian estos tiempos.




I1l. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realiz6 sobre lotes de produccion de semillas certificadas
de maiz (SCM) en dos fincas ubicadas en las localidades de La Cuarta (N10° 11’
16.2”, W67° 35’ 13.5”; 421msnm) y Valle de Tucutunemo (10° 04°58.1”, 67° 23’
3.8”; 600 msnm) en los municipios Libertador y Zamora del estado Aragua,

respectivamente.

La caracterizacion de la MN se hizo por medio del seguimiento de
enfermedades en los progenitores de los hibridos: H-3002, sembrado en La Cuarta en
época de lluvia; DANAC-3273 y Sefloarca 91 sembrados en el Valle de Tucutunemo
en épocas de lluvia marzo-agosto 2007, y norte-verano bajo riego 2007-2008,
respectivamente. En cada lote se marcaron parcelas de 2500 m? realizando muestreos
quincenales y evaluacion de enfermedades del follaje desde la siembra hasta madurez
fisiolégica (MAFI) en la etapa R6, continuandose con muestreo de 25 mazorcas en
las etapas R6 y madurez de cosecha (MACO). Detalles del cronograma de muestreo
son presentados en los Cuadros anexos 1.1, 1.2 y 1.3. Para caracterizar la MN de la
semilla de los hibridos usados se realizaron las siguientes actividades: 1.
Identificacion de la MN en semillas de los parentales y la progenie de los hibridos de
maiz evaluados. 2. ldentificacion de la MN en suelo de los lotes de produccion de
semilla seleccionados en las localidades citadas. 3. Evaluacion de la incidencia de la

MN en el follaje durante el desarrollo de la planta de maiz.

1. Micobiota natural en semillas de parentales y progenie de los tres hibridos

de maiz.

La identificacion de la MN de la semilla parental y sus progenies se realiz6 en
el Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Botanica Agricola de la Facultad
de Agronomia de la Universidad Central de Venezuela. Se desinfectaron 400 semillas

de los parentales de los hibridos mediante inmersion en solucion de hipoclorito de
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sodio al 2% por tres minutos. Luego fueron enjuagadas en agua estéril, secadas y
colocadas sobre el medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA), incubandolas por 7
dias a 28 °C (ISTA, 1993).

La MN en las semillas se identifico con base a las caracteristicas morfoldgicas
usando claves micoldgicas (Booth, 1971; Booth, 1977; CMI, 1964; Ellis, 1971;
Sivanesan, 1987 y Leslie y Summerell, 2006). El disefio estadistico usado fue
Completamente al Azar con cuatro repeticiones de 100 semillas cada una sembrando
cinco semillas por placa. EI niumero de semillas infectadas con uno o méas patogenos
fue registrado como micobiota total (MT). EI nimero de semillas infectadas con

especies de patdgenos individuales fue registrado como micobiota individual (MI).

Los resultados de la micobiota presente en los parentales fueron expresados en
porcentajes y sometidos a analisis de varianza para disefio completamente al azar.
Para calificar la incidencia de la micobiota se utiliz6 la escala propuesta por Mazzani
et al. (1999), segun la cual la incidencia se califica como baja (0-15%), intermedia
(16-30 %) y alta (>30 %). Los promedios fueron comparados mediante la prueba de
“t” para dos muestras independientes en cada hibrido por separado utilizando el
programa Statistix 8.0.

La identificacion y comparacion de la MN en semillas de los hibridos utilizados
se realizé en la etapa de madurez fisiolégica (R6) y madurez de cosecha (MACO).
Fueron seleccionadas 25 mazorcas mediante el muestreo sistemético en las hileras
maternas y al azar dentro de las hileras. Cada mazorca colectada fue dividida
transversalmente en dos porciones (basal y apical) tomandose al azar 10 semillas para
un total de 20 semillas por mazorca. Las semillas fueron desinfectadas e incubadas
siguiendo idéntico procedimiento al usado para las semillas de sus parentales. Se
registraron las variables MT y MI calculandose el porcentaje de semillas infectadas

para cada uno de los hongos encontrados. Los resultados fueron analizados
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estadisticamente mediante la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis y la
correspondiente prueba de medias utilizando el programa Statistix 8.0.

2. Micobiota natural en suelos de campos para la produccién de semilla

certificada en dos localidades de Aragua.

Para identificar el indculo potencial de la MN en los lotes de suelo de las
localidades seleccionadas, antes de la siembra, se tomaron al azar 20 muestras en los
primeros 5 cm de suelo. Las muestras fueron procesadas por el método de dilucion de
suelo (Tuite, 1969). Se colocaron 10 g de suelo en un Erlenmeyer con 90 ml de agua
destilada y esteéril, agitandose mecanicamente por 10 minutos y realizando diluciones
de la suspensién hasta 10°. Se tomaron alicuotas de 1 ml de la dilucién 107,
colocandose en las placas de Petri y agregandose 10 ml de PDA acidificado con &cido
lactico. Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente por tres dias, cuando se

procedio al contaje e identificacion de las colonias de los hongos presentes.

Los resultados de cada localidad fueron analizados estadisticamente mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis y la correspondiente prueba de medias
utilizando el programa Statistix 8.0. La frecuencia observada entre los generos de
hongos identificados fue comparada con la frecuencia relativa (FR) mediante la

relacién: FR (%) = (N° de colonias del género /N° total de colonias) x 100.

3. Micobiota Natural en el follaje de la planta maiz durante el desarrollo de la

misma.

La evaluacion de la incidencia de la MN en el follaje de la planta en las
distintas etapas de desarrollo (Hanway y Ritchie, 1984) se realiz6 mediante muestreos
cada 15 dias iniciados después de la siembra (DDS) (Anexos 1.1, 1.2, 1.3),
seleccionando 25 puntos en las parcelas de 50 hileras en cada uno de los lotes de

produccién. El muestreo fue sistematico entre las hileras maternas y al azar dentro de
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las hileras. Para identificar las enfermedades presentes y el ndmero de plantas
afectadas se seleccionaron 10 plantas en cada punto de muestreo registrando la

incidencia como porcentaje de individuos afectados por punto (Kranz, 1994).

En los dos primeros muestreos del follaje (Anexos 1.1, 1.2, 1.3) se tomaron 20
plantas al azar, colocdndose en bolsas de plastico y trasladadas al laboratorio para
realizar el andlisis y detectar la posible presencia asintomatica de patdgenos. Las
evaluaciones posteriores fueron realizadas mediante la sintomatologia y la

caracterizacion de los patdgenos con ayuda de material bibliogréfico antes citado.

Para establecer las diferencias en la incidencia de la micobiota en el follaje entre
las etapas de desarrollo del cultivo se utilizd el programa Statistix 8.0. Los datos
registrados de la incidencia de Curvularia en el follaje de los parentales fueron
transformados por la raiz cuadrada y sometidos a analisis de varianza y prueba de
Tukey; la incidencia de Bipolaris y Physoderma fueron analizados con la prueba no

paramétrica Kruskal Wallis y la correspondiente prueba de medias.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Micobiota natural en semillas de parentales de los tres hibridos de maiz.

La micobiota total (MT) detectada en semillas parentales de los tres hibridos:
Himeca 3002, DANAC 3273 y Sefloarca 91 estuvo representada por las especies
Fusarium spp., Penicillium sp. Aspergillus spp. (A. niger y A. flavus), Curvularia sp.,
Acremonium sp. y Rhizopus sp., agrupandose los tres ultimos en la categoria Otros
por su baja incidencia. En las semillas parentales de Sefloarca 91, A. niger y A. flavus
fueron analizadas por separado debido al alto porcentaje de incidencia. Todos los
géneros encontrados son transportados por las semillas, pero solo Fusarium spp.,
Penicillium sp. y Aspergillus spp. pueden ser transmitidos por las mismas (McGee,
1988; Malagtti, 2000). Estos resultados coinciden con los géneros identificados por
Antolini y Garcia (1994) en semillas nacional y granos importados de maiz; y
también con Da Silva (2005) quien hallé que Fusarium verticillioide es el hongo con
la mayor incidencia en semillas de maiz. Adicionalmente, se ha demostrado que
Aspergillus, Penicillium y Fusarium producen infeccion sistémica en semilla de maiz
(McLean y Berjak, 1987; Munkvold et al., 1997) lo que genera plantulas que
transmiten la infeccion a la siguiente generacion de semillas (Mycock, 1990). En esta
area, Foley (1962), Neergaard (1977), Agarwal y Sinclair (1987) informan que las
semillas contaminadas con F. verticillioides infectan los tejidos del embrion cuando
el eje embrionario se expande y se abre paso durante la germinacién para ser
transmitida sistémicamente a través de la planta de maiz y las nuevas semillas. Todos
estos resultados corroboran el peligro potencial que se presenta al utilizar semillas

infectadas con estos hongos.

El Cuadro Anexo 1.4, presenta el Anélisis de varianza para la incidencia de
micobiota total (MT) e individual (MI) detectadas en la semilla parental de cada uno
de los hibridos evaluados. La MT mostré diferencias altamente significativas para los
padres de Himeca 3002, DANAC 3273 y Sefloarca 91. En cuanto a Ml todos los
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hibridos muestran diferencias altas para Fusarium y Penicilium, pero sin diferencias
estadisticas para 4. niger, A.flavus y “Otros” patdgenos registrados, mientras que los
padres del Sefloarca 91 presentaron maximas diferencias estadisticas para toda la Ml

excepto para la clase de Otros.

Los promedios de incidencia de MT y MI en la semilla parental de los tres
hibridos utilizados para producir la semilla certificada de maiz (SCM) en las dos
localidades seleccionadas y dos épocas de siembra del estado Aragua se muestran en
el cuadro 1.2. Este Cuadro también muestra que la MT estd compuesta
principalmente por Fusarium spp., Penicillium sp., Aspergillus flavus y A. niger, con
altos porcentaje de incidencia que varian entre 52 y 98 %, de los cuales las maximas
incidencias corresponden a la semilla materna, hecho que facilitaria su alta capacidad
de transmision y transporte de indculo potencial de enfermedades a otros campos y
zonas de produccién de semillas y granos de maiz (Christensen y Kaufmann, 1965).
Adicionalmente, Fusarium spp.. Penicillium sp. y Aspergillus spp. son muy
importantes por su riesgo epidemiologico y produccién de toxinas que afectan la
salud animal y humana (McGee, 1988; MacDonald y Chapman, 1997; Munkvold y
Desjardins, 1997; Mazzani, 1998; Mazzani et al., 2000; Malaguti 2000).

Respecto a los niveles de infeccion por MI el Cuadro 1.2 también indica que
Fusarium spp. es el principal patégeno de la micobiota identificada, porque su
incidencia varia entre 36,50 y 63,75 % en la semilla paternas de los tres hibridos
evaluados, y entre 40,25 y 71,50 % para la semilla de las madres, resultados que
corroboran los obtenidos por Antolini y Garcia (1994), Malaguti (2000), Mazzani et
al. (2001) y Da Silva (2005). La incidencia de Penicillium sp. varié entre 0,25 y 30
%, siendo notable que dos de las tres madres presentaron infecciones superiores a las
registradas para semilla de los padres. Este hallazgo confirma la importancia de la
sanidad de la semilla materna en la dispersion o transmision de indculo de
enfermedades hacia otras areas de produccion de grano o semilla de maiz por la

semilla proveniente de madres infectadas.
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Cuadro 1.2. Promedios de incidencia de micobiota total (MT) e individual (MI) en
semilla parental (P) de los hibridos sembrados en dos localidades y dos épocas de
siembra en el estado Aragua.

Promedio de incidencia (%)

Hibrido P MT . — Wi :
Fusarium Penicillium  A.niger  A.flavus  Otros®
Himeca Padre 6500a 61,75b 0,25a 0,66%a 3,10a
3002 Madre 71,75b  4575a 30,00 b 1,68%a 0,87a
DANAC Padre 6500a 63,75a 0,50 a 1,53%a 2,504
32713 Madre 80,25b  71,50b 16,50 b 0,72%a 6,25 b
Sefloarca Padre  52,25a  36,50a 7,00b 325a 825a 0,98a

91 Madre 98,25b  40,25Db 1,75a 2100 b 8275 b 057a

Medias con diferente letra difieren significativamente entre si a P < 0,05 segun las Pruebas de ‘t” para
dos muestras independientes. “Promedio de A. niger y A. flavus. @curvularia, Acremonium y
Rhizopus.

Para Aspergillus spp. no hubo diferencias significativas entre los padres de
Himeca 3002 y DANAC 3273, los porcentajes encontrados de las dos especies
identificadas (A. niger y A. flavus) fueron agrupadas para el andlisis; en los parentales
del hibrido Sefloarca 91 se mantuvieron separadas las dos especies detectandose
diferencias significativas, siendo mayor la incidencia en las semillas de las plantas
madres. EI Cuadro 1.2 sugiere que la alta incidencia de MT y MI comprometeria
seriamente la calidad sanitaria de la semilla a producir y confirma su papel como
potencial trasmisora de enfermedades al cultivo. Tal riesgo es mayor al considerar
que la infeccion de la semilla madre podria desarrollar semillas infectadas facilitando
su capacidad de transmision sistémica de los géneros Fusarium, Penicillium y
Aspergillus, tal como sefialan los resultados de Mc Lean y Berjak (1987); Bacon y
Hinton (1996) y Palencia et al. (2010). Adicionalmente, Munkvold y Desjardins
(1997) y Kedera et al. (1992) confirmaron que F. moniliforme (=F. verticillioides)
puede infectar plantas de maiz y desarrollarse sistémicamente sin causar sintomas y
que tales infecciones pueden llegar a las semillas. Basak y Lee (2002) trabajando con
transmision de patdgenos de la semilla de maiz a la plantula, encontraron que el

mayor porcentaje de transmision fue F. moniliforme y el menor Penicillium.
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2. Micobiota natural en suelos de campos para la produccion de semilla

certificada en dos localidades de Aragua.

La mayor incidencia de micobiota registrada en las muestras de suelo tomadas
en los tres lotes de produccion utilizados correspondié a los géneros de Aspergillus y
Penicillium. Estos resultados confirman que el suelo y las semillas son una fuente de
indculo primario importante para estos géneros, tal como lo informan los trabajos de
Diener et al. (1987) y Mycock (1990) quienes sefialan que conidios y esclerocios de
A. flavus son aislados frecuentemente del suelo y de la superficie de la semillas.

La baja incidencia de los géneros Curvularia, Trichoderma, Cladosporium,
Rhizopus, y Chaetomium permitié su agrupacion en la categoria “Otros” junto con

hongos no identificados porque no presentaron esporulacion.

El Cuadro Anexo 1.5 presenta la prueba de Kruskal-Wallis para el efecto de
muestreo de suelo y épocas de siembra en dos localidades con diferencias
significativas para Aspergillus y Otros en muestras de suelo de la localidad de La
Cuarta, lo que sugiere una distribucién desigual del in6culo en el suelo utilizado.
Penicillium no mostro diferencia entre las muestras. En el valle de Tucutunemo no se
encontraron diferencias para el efecto de muestreo de suelo en ninguna de las dos
épocas, por lo que se puede decir que hay una distribucion mas homogénea de la

micobiota en los lotes de terreno.

El Cuadro 1.3 indica que la mayor cantidad de unidades de formacion de
colonias (UFC/g) de la MN registrada en el suelo correspondié a la localidad la
Cuarta en época de lluvia, mientras que en el Valle de Tucutunemo, la cantidad de
indculo potencial para la MN alli detectada fue estadisticamente mayor en la época de
lluvia comparada con la de norte-verano, lo cual confirma que la mayor capacidad de

infeccion al cultivo de maiz ocurre durante las lluvias en comparacion con la época
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de norte-verano. Estos resultados coinciden con los citados por Orpurt y Curtis
(1957), Wong (1975), Jhonson y Gutierrez-Correa (1985) y Horn (2003), quienes
sefialan que hay una correlacion positiva entre la poblacion de hongos y la humedad

del suelo caracteristica de la época de lluvias.

Cuadro 1.3 Inéculo potencial (UFC/g)® de micobiota natural en dos lotes de suelo,
dos épocas de siembra y dos localidades del estado Aragua.

Localidad Esﬁgfr?t?rge Aspergillus Penicillium Otro®

La Cuarta Lluvia 2,90 x 10° 2,03 x 10° 3,98 x 10°

Valle de Lluvia 1,15x 10%a 1,85 x 10%a 535x10%a
Tucutunemo \')'e‘?;trfo 08x10° b  150x10%a 2,55 x 10° b

DUnidades formadoras de colonias de hongos."”) Micobiota con menor frecuencia y sin esporulacién
Medias con diferente letra difieren significativamente entre si a P < 0,05 segtn las Pruebas de ‘t” para
dos muestras independientes.

El Cuadro 1.4 presenta el porcentaje de incidencia de la micobiota individual
registrada en el suelo de las localidades y épocas de siembra evaluadas. Se observa
que la mayor incidencia de micobiota en el suelo corresponde a los hongos
Penicillium y Aspergillus resultados que son coincidentes con los de Diener et al.
(1987), McGee (1988) y Horn (2003) quienes sefialan que las mayores fuentes de
indculo de estos hongos son el suelo, residuos de plantas y el aire; las esporas son
transportadas a las mazorcas por insectos o el viento donde germinan e infectan los
granos de maiz. Y en relacion a la incidencia de Aspergillus, Bennett (2010) cita que
sus esporas se encuentran entre las estructuras fungicas mas abundantes en el aire,
dispersandose a cortas y largas distancias; mientras que Wicklow y Wilson (1986)
informan que esclerocios Aspergillus ubicados en la superficie del suelo germinan
ocho dias antes de la emision de los estigmas produciendo conidios que infectan el

maiz.

En el Cuadro 1.4 la ausencia de Fusarium sugiere que los suelos de las

localidades y épocas de siembra referidas no son una fuente de inoculo potencial para
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este patdgeno. Este resultado coincide con la investigacion de Leslie et al... (1990)
quienes observaron que F. moniliforme, F. proliferatum y F. subglutinans, fueron
comunes en tejidos del maiz, pero no en rastrojos de cosecha o muestras de suelo,
probablemente porque segun Rheeder y Marasas (1998) este hongo no sobrevive
porque no produce clamidosporas. Respecto a Curvularia, hongo agrupado en la
categoria Otros, es sefialado como patdgeno causante de la mancha foliar del maiz
(White, 1999) con alta incidencia y dafios menores, aun cuando sus esporas pueden
ser diseminadas con la semilla segun Malaguti (2000). En esta categoria también se
incluyen a Trichoderma, Cladosporium, Rhizopus, Chaetomium y otros saprofitos
que no desarrollaron estructuras que permitieran su identificacion; y no han sido
sefialados como potenciales patdgenos de la planta en ninguno de sus estados de

desarrollo.

Cuadro 1.4. Porcentaje de incidencia de micobiota en suelos de dos localidades y
épocas de siembra en el estado Aragua.

MN La Cuarta Valle de Tucutunemo
Lluvia Lluvia Norte-verano
Aspergillus 32,58 14,80 16,36
Penicillium 22,76 23,46 32,28
Otrost¥) 44,66 61,74 51,36

) Micobiota menos frecuente y sin esporulacion

3 Micobiota natural en el follaje de la planta maiz durante el desarrollo de la

misma.

Los Cuadros Anexos 1.1, 1.2 y 1.3 detallan los cronogramas de muestreo en
campo durante las etapas de desarrollo vegetativo y reproductivo de los tres hibridos
utilizados para producir la SCM evaluada en esta investigacion. Durante los dos
primeros muestreos realizados en plantulas de los parentales de los hibridos
sembrados en la Cuarta (LC) y en el Valle de Tucutunemo (VDT) no se detectd
presencia de Fusarium, Aspergillus y Penicillium, hongos categorizados como

enddéfitos en maiz segun Castonguay y Couture (1983); Malaguti (2000) y Palencia et

19



al.. (2010). Respecto a la ausencia de la micobiota citada, la autora de este trabajo
coincide con la opinion de Oren et al. (2003) quien sustenta que en esta etapa solo
hay trazas de micelio de F. verticillioides en los tejidos de plantulas por encima del

suelo, lo que explicaria la presencia o ausencia de micobiota en diferentes estudios.

En las evaluaciones quincenales del follaje de las plantas madres, a partir del
tercer muestreo hasta la maduracion del cultivo se detecto presencia de micobiota en
follaje de plantas en etapas reproductivas. Las plantas madres de los tres hibridos
presentaron la mancha por Curvularia (Curvularia sp.). El tizon del sur (Bipolaris
sp.) y la mancha parda (Physoderma sp.) se presentaron en el follaje de los hibridos
Himeca 3002 y Sefloarca 91 respectivamente. Segiin McGee (1988), Bipolaris es un
hongo que puede ser transportado en la semilla y transmitido a la nueva plantula,

mientras que Curvularia y Physoderma solo son transportados por la semilla.

La incidencia de Curvularia presento diferencias altamente significativas entre
los ED de los hibridos DANAC 3273 y Sefloarca 91, mientras que no hubo
diferencias para el Himeca 3002. La incidencia de Bipolaris en el Himeca 3002
presentd diferencias significativas, mientras que Physoderma en Sefloarca 91 no
presentd diferencias (cuadro Anexo 1.6)

El Cuadro 1.5 presenta la comparacion de los promedios de incidencia de
Curvularia, Bipolaris y Physoderma durante las ED reproductivo de los tres hibridos
sembrados en dos localidades y dos épocas de siembra del estado Aragua.
Independientemente de la significacion estadistica para los promedios presentados en
este Cuadro 1.5 es notable que la infeccion por Curvularia en el hibrido DANAC
3273 esta presente desde la etapa de sedas (R1), al inicio del periodo reproductivo y
aumenta su incidencia durante las etapas R2, R3, R4 y R5 que comprenden la
formacion y maduracion de la mazorca y semillas. En las etapas pastoso (R4) y
dentado (R5) no se detectan diferencias en la incidencia del hongo siendo mayor que

en las otras etapas. Bipolaris se presentd en las ultimas etapas del desarrollo
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reproductivo siendo la incidencia promedio mayor en la etapa de grano dentado (R5).
Al analizar la incidencia de la mancha por Physoderma no se encontraron diferencias
entre las etapas de desarrollo por lo que se puede decir que fue igual durante todo el

crecimiento reproductivo de las plantas de maiz.

Cuadro 1.5: Incidencia promedio (%) de Curvularia, Helmintosporium vy
Physoderma en el follaje de plantas en desarrollo de tres hibridos sembrados en dos
épocas de siembra y dos localidades del estado Aragua.

Promedio de Incidencia de micobiota en follaje de maiz

Hibrido Etapa de en desarrollo
desarrollo Curvularia  Bipolaris Physoderma
Himeca  Pastoso (R4) 324 a 0.16 b -
3002 Dentada (R5) 3,64 a 3.84a -
Sedas (R1) 392 b - -
Ampolla (R2) 404 b - -
DQZI\;QC Lechosa (R3) 316 b - -
Pastoso (R4) 6.32 a - -
Dentado (R5) 6.12 a - -
Ampolla (R2) 2,60 c - 1,16 a
Sefloarca Lechosa (R3) 348 ab - 0,76 a
91 Pastoso (R4) 4,00 a - 1,00 a
Dentado (R5) 292 bec - 1,00 a

Medias con diferente letra difieren significativamente entre si a P < 0,05

En el follaje de las plantas de los tres hibridos sembrados en las dos localidades
y épocas de siembra se observd la mancha por Curvularia durante las etapas
reproductivas del cultivo, con baja incidencia e intensidad de dafio, coincidente con lo
expresado por Malaguti (2000). Este hongo también fue encontrado en la muestras
de suelo en ambas localidades confirmando lo sefialado por McGee (1988) sobre la
capacidad de este patdgeno para sobrevivir en el suelo y ser transportado en la semilla
sin que haya evidencias de su transmisién por las mismas. El patdgeno Bipolaris sp.
sefialado por McGee (1988) como transmitido y transportado por semillas, fue
identificado en follaje del hibrido Himeca 3002 sembrado en LC en época de lluvia.

Mientras que Physoderma sp., agente causal de la mancha marron, sefalada por
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McGee (1988) como enfermedad transportada, pero no transmitida por la semilla fue
aislada del hibrido Sefloarca 91, sembrado en el VDT en época de norte-verano bajo
riego. Aun cuando ambas enfermedades se presentaron con muy baja incidencia,
estos resultados confirman los obtenidos por McGee (1988) en maiz en cuanto a la

importancia de infecciones tempranas.

4 Micobiota natural en semilla madura de los hibridos de maiz evaluados.

Semillas en estado de madurez fisioldgica (R6) y madurez de cosecha (MACO)
de los tres hibridos de maiz presentaron muy alta incidencia de infecciones de
micobiota debida a Fusarium verticillioides, F. proliferatum, Penicillium sp.,
Aspergillus niger, A. flavus, Acremonium sp., Rhizopus sp. y varios hongos no
identificados por ausencia de estructuras reproductivas. Tales resultados coinciden
con los de Antolini y Garcia (1994), Mazzani et al. (2000), Mazzani et al. (2001),
Luzon et al. (2003), DaSilva (2005), quienes indicaron que los géneros Fusarium,
Aspergillus y Penicillium son frecuentes en semillas y granos de maiz con

preponderancia de Fusarium, seguido por Aspergillus y Penicillium.

El Cuadro Anexo 1.7 muestra los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis
para comparar la incidencia de MT y MI de semillas en etapas R6 y MACO de los
tres hibridos producidas en dos localidades y dos épocas de siembra en el estado
Aragua. Alli se observa que se encontraron diferencias significativas para incidencia
de MT, Fusarium y Penicillium, pero no hubo diferencias para Aspergillus y Otros
hongos. Tampoco se encontraron diferencias estadisticas entre la micobiota presente
en la parte apical y basal de la mazorca, lo que demuestra que la magnitud de
infecciones en semillas o granos de maiz es independiente de su ubicacion dentro de

la mazorca.

La incidencia promedio para la micobiota en las semillas de los tres hibridos

durante las etapas de madurez fisiologica (MAFI o R6) y madurez de cosecha
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(MACO) se presenta en el Cuadro 1.6. En la etapa de MAFI las mayores incidencias
de MT y MI correspondieron a los hibridos Himeca 3002 seguido por DANAC 3273
ambos sembrados en época de lluvia; mientras que para el Sefloarca 91, sembrado en
época de norte verano, la incidencia fue menor. Estos resultados nos indican que las

infecciones de las semillas en MAFI es menor en la época de norte verano.

Cuadro 1.6. Incidencia promedio (%) de micobiota toral e individual, durante las
etapas de madurez fisiologica (R6) y madurez de cosecha (MACQ) de semilla de
maiz producida en dos épocas de siembra y dos localidades del estado Aragua.

Promedios de incidencia de MT y Ml (%)

. MT : .N.” ; 5
Hibrido ED Fusarium  Penicillium  Aspergillus Otros®
Himeca R6 718 b 676 b 4,0 b 2,0 a 56 a
3002 MACO 940 a 792 a 230 a 0,6 a 84 a
DANAC R6 226 b 194 b 0,4 b 1,2 a 14 a
3273 MACO 988 a 850 a 286 a 0,0 a 34 a
Sefloarca R6 84 b 60 b 0,2 b 0,0 a 30 a
91 MACO 944 a 830 a 204 a 0,0 a 04 a

Medias con diferente letra difieren significativamente a P < 0,05; ® Acremonium, Rhizopus y otros
hongos sin esporulacién.

En la etapa de MACO la incidencia de MT y MI resultd significativamente
mayor que en MAFI, indicando que retardos en la cosecha afecta la calidad sanitaria
de la semilla por el importante incremento de la incidencia de micobiota total e
individual, lo que confirma los resultados de Siriacha et al. (1994) y Bush et al.
(2004) respecto al aumento de la infeccion de semillas de maiz al aproximarse la
MAFI con incrementos significativos hasta realizar la cosecha efectiva en MACO.
Esta situaciéon confirma la recomendacion de Cerovich (1997), Cerovich y Miranda
(2001) sobre la conveniencia de realizar una cosecha temprana de la semilla madura
como una estrategia de control de infecciones por micobiota y preservacion de la
calidad integral de la semilla producida. Al analizar la incidencia de MT y MI en
semilla de los tres hibridos cosechado en la etapa de MACO se observa que fue alta, y

sin diferencias significativas entre hibridos, hallazgo que coincide con los resultados
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de Da Silva (2005) quien tampoco encontr6 diferencias en la infeccion de semillas de
maiz producidas en las dos épocas de siembra principales del pais.

24



V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

1. La semilla certificada de maiz producida en Aragua presenta una micobiota
natural de caracter endémico, alta incidencia y variada composicion de hongos,
entre los que destacan Fusarium sp. Penicillium sp. y Aspergillus sp. por su alto

potencial epidemioldgico en plantas y animales.

2. La calidad sanitaria de la SCM comercializada es consecuencia del inoculo
endémico de los componentes bidticos participantes en el ciclo de produccién, a
saber: la semilla genética de los parentales de los hibridos utilizados; suelos,
localidades, épocas de siembra y ambientes utilizados, plantas madres infectadas
en fases de desarrollo vegetativo y reproductivo, con crecientes niveles de

incidencia en semillas maduras hasta su cosecha.

3. Se recomienda el desarrollo de investigaciones complementarias para caracterizar
el riesgo epidemiol6gico y ambiental asociado con la produccion, distribucion y
uso de SCM con los perfiles sanitarios encontrados y explorar nuevas zonas de
produccion con menor presion de indculo potencial de micobiota que afecte la

calidad sanitaria de las SCM a producir.
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Cuadro Anexo 1.1. Cronograma de muestreos para el hibrido Himeca 3002 (Abril - Agosto 2007)

Muestreos

10

11

Etapas de desarrollo

VE

VE

VE

VE

VT

R1

R2

R3

R4

R5

R6

MACO

Dias Después de
Siembra (DDS)

14

28

42

56

70

7

84

91

98

105

126

Dias Después de la
Aparicion del estigma
(DDAE)

14

21

28

35

64

Muestreo suelo

11/04

Siembra de hembra

28/03

Siembra de macho

04/04

Follaje de Planta

11/04

25/04

9/05

23/5

06/06

13/06

20/06

27/06

04/07

11/07

Espiga en Miniatura

23/5

Salida de los Estigmas
y Fecundacion

06/06

Emisidn de Polen

06/06

Estado de Ampolla

13/06

Grano Lechoso

20/06

Grano pastoso-
dentado

27/06

04/07

Madurez Fisiologica

11/07

Cosecha

01/08
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Cuadro Anexo 1.2. Cronograma de muestreo para el hibrido DANAC 3273 (Abril-Agosto 2007)

Muestreos 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Etapas de desarrollo VE| VE | VE| VE| VT | RL | R2 | R3 | R4 | R5 | R6 | MACO

Dias Después de
Siembra (DDS) 0 19 | 33 | 47 61 68 | 75 | 82 | 89 | 96 | 105 | 161

Dias Después de la
Aparicion del estigma 0 7 14 21 28 35 91
(DDAE)

Muestreo suelo 21/04

Siembra de hembra 03/04

Siembra de macho 04/04

Follaje de Planta 21/04 | 05/05 | 19/05 | 02/06 | 09/06 | 16/06 | 23/06 | 30/06 | 7/07 | 14/07

Espiga en Miniatura 02/06

Salida de los Estigmas y 09/06
Fecundacion

Emision de Polen 09/06

Grano en Estado de 16/06
Ampolla

Grano Lechoso 23/06

Grano pastoso-dentado 30/06 | 7/07

Madurez Fisiologica 14/07

Cosecha 08/09
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Cuadro Anexo 1.3 Cronograma de muestreo para el hibrido Sefloarca 91 (Octubre-Febrero 2008)

Muestreos

10

11

Etapas de desarrollo

VE

VE

VE

VT

R1

R2

R3

R4

R5

R6

MACO

Dias Después de
Siembra (DDS)

10

24

38

52

59

66

73

80

87

94

122

Dias Después de la
Aparicion del estigma
(DDAE)

14

21

28

35

63

Muestreo suelo

21/10

Siembra de hembra

11/10

Siembra de macho

12/10

Follaje de Planta

21/10

04/11

18/11

02/12

09/12

16/12

23/12

30/12

06/01

13/01

Espiga en Miniatura

02/12

Salida de los Estigmas y
Fecundacion

09/12

Emisidn de Polen

09/12

Grano en Estado de
Ampolla

16/12

Grano Lechoso

23/12

Grano pastoso-dentado

30/12

06/01

Madurez Fisioldgica

13/01

Cosecha

10/02
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Cuadro Anexo 1.4. Analisis de varianza (valores de F) para incidencia de micobiota total (MT) e individual (MI) en semilla

parental de tres hibridos sembrados en dos localidades y dos épocas de siembra del estado Aragua.
Valores de F

Fuentes Ml

Hibrido de MT - —— -
varfacién Fusarium Penicillium A. niger A.flavus Otros")
Himeca Parentales  10,4**  5540%*  988,00%* 241™ 2,19™
3002 cvw 4,34 5,66 8,85 76,59 104,21
DANAC Parentales 219,0**  18,10** 512,00** 1,03™ 6,13*
3213 "cvu 2,01 3,81 11,76 100,66 43,52
Sefloarca Parentales 1181,0* 21,80%* 120,00%*  2,97** 19029** 0,17™
91 CV% 2,52 2,96 15,47 12,02 168 28,18

CV: Coeficiente de variacién; ™ (P> 0,05); * (P < 0,05); ** (P < 0,01); Y Curvularia, Acremonium y Rhizopus.
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Cuadro Anexo 1.5. Analisis de Kruskal-Wallis (valores de H) para incidencia de
micobiota natural en los suelos en cada una de las localidades, y dos épocas de

siembra del estado Aragua.

_ Fuente de Valores de H
Localidad o i _
Variacion ~ Aspergillus Penicillium Otros®
Lacuarta  Muestras 4,57** 0,93 ™ 3,74**
Valle de Muestras 1,11™ 0,66™ 1,00™
Tucutunemo  Epoca 4,28* 0,67™ 16,7**

"(P>0,05); *(P<0,05); **(P<0,01). @ Micobiota menos frecuente y la que no esporulo
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Cuadro Anexo 1.6. Anélisis de varianza (valores de F) y prueba de Kruskal Wallis
(valores de H) para la incidencia de la micobiota en el follaje durante las etapas de

desarrollo (ED) de tres hibridos producidos en dos épocas de siembra y dos
localidades del estado Aragua.

Hibrido Fuente de  Valoresde F Valores de H
variacion  Curvularia® Bipolaris Physoderma
Himeca ED 1.47" 181** -
3002 CV (%) 18.73
DANAC ED 26.4** - -
3273 CV (%) 14.88
Sefloarca ED 5,80 - 0,91™
91 CV (%) 19,46

"S(P>0,05); *(P<0,05); **(P<0,01); ™ Transformacién V de los valores de incidencia.
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Cuadro Anexo 1.7. Prueba de Kruskal-Wallis (valores de H) para la incidencia de
micobiota total e individual durante las etapas de madurez fisiologica (MAFI o0 R6) y
madurez de cosecha (MACO) de semilla HIBRIDA de maiz producida en dos épocas
de siembra y dos localidades del estado Aragua.

Valores de H
o Fuente de M

Hibrido L : _ : .
variacion ~ MT  Fusarium Penicillium Aspergillus Otros®”)

Himeca Madurez 30.0**  4.42* 31.3** 2.69™ 459"
3002  Ubicacion 0.36"™ 2.98™ 1.46™ 0.14™ 0.08™
DANAC Madurez 454**  156** 65.6** 5.44" 2.84™
3273  Ubicacion 0.00™  0.00™ 0.41"™ 1.92"™ 0.29™
Sefloarca Madurez ~ 407**  334** 30.3** 0.00™ 7,28"™
91 Ubicacion 0,03™  0,01™ 0,18™ 0.00™ 0,50™

" (P >0,05); * (P < 0,05); ** (P <0,01); ™) Acremonium, Rhizopus y hongos que no esporularon
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CAPITULO I

IDENTIFICACION DEL P’ATRON DE INFECCION POR MICOBIOTA
DURANTE LA FORMACION, DESARROLLO Y MADURACION DE LA
SEMILLA HIBRIDA DE MAIZ

La semilla es un medio muy eficiente e importante en el transporte y
transmision de patdgenos a cultivos y zonas de producciéon, por lo que es importante
conocer las vias de penetracion de la micobiota a la semilla y su relacion con las fases
de crecimiento y desarrollo de la planta. El objetivo de esta investigacion fue
identificar el patron de infeccion por micobiota durante las fases de formacion,
desarrollo y maduracion de la semilla de maiz hibrido. Para alcanzar este objetivo se
tomaron muestras semanales de inflorescencia femenina desde la etapa de panoja
(VT) hasta madurez fisiologica (MAFI o R6) y posteriormente en madurez de
cosecha (MACOQO). Durante el periodo de floracién se tomaron muestras de flores,
tusas y pedunculos. De la inflorescencia se tomaron muestras de ovarios, estilos, y
estigmas individuales, para desinfectarlos y sembrarlos sobre PDA. En las etapas R6
y MACO se muestrearon 10 semillas por mazorca, seccionadas, desinfectadas y
colocadas en PDA. En la etapa de panoja (VT) el polen fue muestreado y sembrado
sobre PDA para detectar la micobiota patogénica. La micobiota individual (MI)
estuvo constituida por Fusarium, Aspergillus y Penicillium. La micobiota comenz6 a
observarse en la etapa R1. La infeccion se incrementd con la madurez del grano
encontrandose la mayor incidencia en la etapa R6 y posteriormente en MACO. En las
partes de la mazorca la mayor incidencia de MT fue en los estigmas confirmandolos
como la principal via de penetracién de los fitopatdgenos encontrados. Fusarium y
Aspergillus se presentaron en todas las estructuras estudiadas. No se encontraron
diferencias entre la parte apical y la parte basal de la mazorca por lo que se deduce
que la infeccién de las semillas no esta influenciada por la ubicacién dentro de la
mazorca. No se detectd micobiota en los granos de polen muestreados. La maxima
incidencia de la MT, Fusarium y Penicillium ocurri6 en la etapa de MACO, lo que
nos indica que en el periodo de maduracion en campo la infeccion de la semilla
aumenta considerablemente, lo cual valida el patron de infecciones expuesto en el
capitulo 1 de esta investigacion. El hibrido con mayor incidencia de MT fue Himeca
3002 seguido por DANAC 3273, ambos sembrados en época de lluvia. Sefloarca 91,
sembrado en época de norte verano, mostré la menor incidencia. Se recomienda
sembrar en la época de norte verano y cosechar tempranamente como estrategia para
controlar la contaminacion por micobiota.

Palabras clave: semilla de maiz; patologia de semillas; calidad sanitaria de semillas,
Fusarium; Penicillium; Aspergillus.
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades de las plantas constituyen un problema importante que limita
la produccion de semillas resultando en considerables pérdidas, principalmente
aquellas producidas por patégenos transmitidos por semilla (Maude, 1996;
Neergaard, 1979). Estos patdgenos generalmente invaden la semilla antes de la
cosecha y son transmitidos de un ciclo a otra reduciendo la calidad y el rendimiento
de las mismas (Oerke, 2006). La efectividad del transporte de la micobiota y la
transmision de las enfermedades estd en funcion de una serie de factores como la
ubicacion del inéculo dentro de la semilla, el estado de desarrollo de la semilla
cuando ocurre la infeccion, las vias de infeccion y el tipo de micobiota involucrado
(Neergaard, 1979).

En Venezuela de los 16 hongos reportados en maiz como transportados por
semillas, 10 pueden ser transmitidos y los de mayor incidencia son Fusarium,
Aspergillus y Penicillium, (Mazzani y Borges, 1993; Mazzani et al., 2000; Mazzani et
al.., 2001; Da Silva, 2005 y Rondon et al., 2011). Estos patdgenos invaden la planta
de manera sistémica infectando semillas en etapas de desarrollo hasta su maduracion
y produciendo varios tipos de micotoxinas (Castonguay y Couture, 1983; Malaguti,
2000).

Considerando la importancia del maiz para la alimentacién en nuestro pais, que
la semilla es un medio eficiente de diseminacion y transmision de patdégenos y que
esta es iniciada en el campo es prioritario caracterizar las vias de penetracion de la
micobiota y establecer el momento de infeccidn de la semilla y su relacion con las
etapas de crecimiento de la planta. Esto permitira valorar el efecto de la micobiota en
la calidad sanitaria de la semilla y definir estrategias de control para fortalecer la

sostenibilidad del sistema de produccion de semillas en Venezuela.
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El objetivo de esta investigacion fue identificar el patréon de infeccion por
micobiota durante las fases de formacién, desarrollo y maduracién de la semilla de

maiz hibrido
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Il. REVISION DE LITERATURA

El momento en que ocurre la infeccion de la semilla es importante y esta
relacionado con la ontogenia y estructura de la misma. Baker (1972) sefiala que
conocer el momento en que se inicia la infeccion permite determinar la extension del
dafio y las partes afectadas de la semilla. Asi mismo, el grado de infeccion puede
estar relacionado con el momento de infeccion y el estado de crecimiento del
huésped, lo que puede facilitar la determinacion de los métodos mas efectivos de

control de las enfermedades (Neergaard, 1979).

Las vias por la cual penetran los patdgenos a la semilla son diferentes. Puede
ser invasion sistémica via planta madre o via estigma, como es el caso de Fusarium
verticillioides, F. equiseti y F. oxysporum que invaden sistémicamente la semilla por
el xilema de la planta madre (Munkuold et al., 1997). Las aberturas naturales
incluyendo el funiculo y el micropilo son otras vias de penetracion directa del

cariopside asi como por aberturas producidas por dafios mecanicos (Maude, 1996).

La infeccion de la semilla puede producirse en cualquiera de las fases
fisiologicas de su desarrollo, durante la prefloracion o antesis, la cual cubre el periodo
desde la iniciacion del primordio floral hasta la fecundacion; durante el desarrollo de
la semilla hasta la maduracién fisioldgica o maduracion de cosecha, cuando la semilla
pierde humedad hasta que puede ser cosechada. Cada fase tiene caracteristicas Unicas
con respecto a la epidemiologia y el manejo de las enfermedades en semilla
(Cerovich y Miranda, 2001; Subero, 2001).

La penetracion del inoculo durante antesis es importante porque en esta fase es
facil que ocurra la infeccion del embrion y los tejidos internos de la semilla. Al
inocular las barbas de maiz con esporas de F. verticillioide el periodo 6ptimo para la
infeccion de los granos ocurre cuando éstas estan comenzando la senescencia (Subero

2001). Tambien se ha determinado que las inflorescencias masculinas y femeninas
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del maiz son efectivas en la captura y transmision de esporas de Fusarium hasta los
granos de la mazorca (Pineda, 2001), siendo ésta la via méas eficaz para la transmision

por semillas y la infeccidn sistémica (Munkvold et al.., 1997; Miller et al.., 2007).

Bush et at. (2004) detectaron que F. verticillioides infectaba los granos de maiz
en estado lechoso (4 a 5 semanas después de la polinizacion) y ésta infeccion
incrementaba rapidamente al acercarse a la madurez fisioldgica y para el momento de

la cosecha.

Windham y Williams (2007) determinaron que la infeccion sistémica de A.
parasiticus en el tallo de maiz es una via de infeccion de la semilla pero menos
importante que la infeccidn por los estilos. En el caso de la infeccion de A. flavus en
maiz se ha demostrado que la penetracion del hongo en las mazorcas del maiz ocurre
cuando los estigmas estan en un estado fisiolégico posterior a la polinizacion, con
color amarillo-marrén, especialmente cerca de los granos de polen pero la infeccion
interna de granos no aparece hasta la etapa temprana de grano dentado (Marsh y
Payne, 1984a; Marsh y Payne, 1984b). Otra via de diseminacion la constituyen los
insectos cuando se alimentan de la mazorca de maiz (Windham, et al. 1999).

Hongos como Botrytis, Fusarium, Alternaria y Cladosporium que infestan
comunmente suelos y restos de cosecha bajo prolongados periodos de humedad
durante la maduracion pueden invadir la semilla, causar decoloracion y pérdida de la
viabilidad. Esta condicion puede ser particularmente severa cuando se retarda la
cosecha por condiciones de alta humedad en el campo. Las condiciones ambientales
durante el periodo de floracién y desarrollo de la semilla influyen significativamente
en el proceso de infeccion. Lluvias continuas y temperaturas calidas después de la
antesis conllevan a un incremento de la contaminacion con mohos de las cariopsides

de los granos de sorgo (Maude, 1996).
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Otros hongos sefialados en el pais como causantes de enfermedades del maiz
que pueden ser transmitidas por la semilla son: Bipolaris maydis
(=Helminthosporium maydis) que produce el tizon del sur; Sclerophthora
macrospora agente causante de la falsa punta loca y cuando infecta a la planta madre
en temprana edad, impide la produccion de semillas porque produce esterilidad de la
misma. Se transmite cuando la semilla proviene de plantas infectadas y cuando estan
recién cosechadas porgue la infeccion disminuye desde 60 a 0,6% cuando las semillas

son almacenadas a 1°C por siete semanas (Jones et al., 1972).

Stenocarpella maydis (Diplodia maydis) afecta a toda la planta incluyendo
inflorescencias y semillas produciendo pudricion del tallo. (McGee, 1988). Este
hongo inicialmente infecta el embrion de semillas de maiz, luego el endospermo y
finalmente el pericarpio; penetra por la base de la mazorca y se extiende al resto de la
misma (Bensch, 1995). Penicillium spp. se presenta sobre y entre los granos de las
mazorcas usualmente cerca de la punta. La enfermedad ocurre comunmente en
asociacion con dafios mecanicos o de insectos (McGee, 1988, White, 1999). Sukno et
al. (2008) encontraron que Colletotrichum graminicola puede producir la
colonizacion sistémica de la raiz, por lo que puede invadir en el sistema vascular y
extenderse a la parte aérea de la planta sin causar sintomas generalizados de la

enfermedad.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

Con la finalidad de identificar el patron de infeccion por micobiota durante la
fase de formacién, desarrollo y maduracion de la semilla hibrida de maiz se utilizaron
las mismas localidades, épocas e hibridos sefialados en el Capitulo I. El cronograma
de muestreo esta detallado en los Cuadros Anexos 1.1, 1.2 y 1.3. El muestreo fue
sistematico entre los hilos de las hembras y al azar dentro del hilo, seleccionando
cinco puntos por hilo para obtener un total de 25 muestras por semana. Se tomaron
muestras de las inflorescencias femeninas en las etapas del desarrollo reproductivo
descritas por Hanway y Ritchie (1984). El primer muestreo fue realizado a los 56, 61
y 52 dias después de la emergencia de la planta (DDE), en la etapa de panoja (VT),
continuando en las etapas de sedas y emergencia de los estigmas (R1), ampolla (R2),
lechosa (R3), pastosa (R4), dentada (R5), capa negra (R6) que para efectos de esta
investigacion sera denominada madurez fisiologica (MAFI) en lo sucesivo y el

muestreo final en la etapa de la madurez de cosecha (MACO).

Las inflorescencias femeninas muestreadas en cada etapa reproductiva fueron
llevadas al laboratorio; se eliminaron las brécteas y dividieron transversalmente en
sus partes basal y distal tomandose tres flores al azar de cada parte. Los estigmas,
estilos y ovarios de flores individuales fueron separados, desinfectados con
hipoclorito de sodio al 1% por un minuto, cortados en trozos de 1 mm y sembrados
en medio de cultivo PDA. Las muestras tomadas de la parte central de la tusa de la
mazorca y en la parte media del pedunculo fueron desinfectadas segln el método
descrito, seccionados en tres partes de 1 mm, sembrados en medio de cultivo PDA, e
incubados a 28° C por cinco dias. La micobiota patogénica fue identificada por sus
caracteristicas morfologicas utilizando las claves micologicas pertinentes (Booth,
1971; Booth, 1977; CMI, 1964; Ellis, 1971; Sivanesan, 1987 y Leslie y Summerell,
2006). En la etapa de MAFI y MACO, las mazorcas fueron muestreadas y procesadas

tal como se describio en la seccién de Materiales y Métodos del Capitulo 1.

46



Para evaluar la incidencia de MT y MI en la inflorescencia masculina se
tomaron muestras de polen mediante la preseleccion sistemética de cinco hileras de
plantas padres en el campo y cuatro plantas dentro del hilo para un total de 20
muestras. Las panojas fueron cortadas, introducidas en bolsas de papel y llevadas al
laboratorio para la recoleccion del polen. Con ayuda de una lupa estereoscopica se
tomaron 100 granos de polen de cada muestra que fueron colocados sobre PDA e

incubados a 28° C por cinco dias para registrar la micobiota patogénica.

La incidencia promedio (%) de la micobiota total e individual (MT y MI)
presente en cada una de las etapas de desarrollo reproductivo (EtRep) y estructuras
reproductivas de la semilla (EsRep) fue analizada mediante la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis y la correspondiente prueba de medias, utilizando el programa
Statistix 8.0. La incidencia de la micobiota fue calificada utilizando la escala
propuesta por Mazzani et al. (1999), segun la cual la incidencia se califica como baja
(0-15%), intermedia (16-30 %) y alta (30 %).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El Cuadro 2.1, presenta el Analisis de Kruskal-Wallis para la incidencia de
micobiota total (MT) e individual (MI), durante las etapas de desarrollo reproductivo
(EtapRep), estructuras reproductivas (EstruRep) y ubicacién de la semilla en las
mazorcas (UbseMaz) de los tres hibridos de maiz sembrados para producir SCM en

dos épocas de siembra y dos localidades del estado Aragua.

Cuadro 2.1. Prueba de Kruskal-Wallis (Valores de H) para incidencia de micobiota
total (MT) e individual (MI) durante etapas de desarrollo reproductivo (EtapRep),
estructuras reproductivas (EstruRep) y ubicacion de la semilla en las mazorcas
(Ubsemaz) de tres hibridos de maiz producidos en dos épocas de siembra y dos
localidades del estado Aragua.

Valores de H
M
Fuentes
Hibrido de MT  Fusarium Aspergillus Penicillium Otros®
variacion

| EtapRep  493**  483** 3,65 888*  386*
e EstruRep L6 858t 093" 140™  55.2™
Ubsemaz 15.9™ 7.75™ 0.87™ 1,35™ 145"™

EtapRep 551** 514* 2.65™ 222* 61.7**

Dg\zl\;éc EstruRep  33.2** 5.67™ 8.79"™ 571" 89.4*
Ubsemaz 2.14™ 1.41™ 11.5™ 0.78™ 5.69™

EtapRep  1129** 1207** 1.45"™ 142** 9,48"™

Seﬂg’frca EstruRep 104"  4.74" 211" 277™ 250"
Ubsemaz 3.98™ 1.58"™ 2.61™ 3.65™ 291"

" (P >0,05); * (P <0,05); ** (P <0,01); &) Acremonium, Rhizopus y hongos sin esporulacion

Respecto a la incidencia de MT, los tres hibridos presentaron diferencias
altamente significativas en las EtapRep, igual nivel de significacion para EstruRep de
Himeca 3002 y DANAC 3273, y ninguna significacion en las EstruRep de Sefloarca

91 y UbseMaz en los tres hibridos evaluados.
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En cuanto a incidencia de micobiota individual (MI), el Cuadro 2.1 indica que
hubo diferencias significativas para Fusarium en las EtapRep de los tres hibridos y
EstruRep de Himeca 3002; lo cual fue contrastante en Aspergillus, porque no hubo
diferencias estadisticas en ninguna de las fuentes de variacion para los tres hibridos.
Respecto a Penicillium hubo diferencias significativas solamente para las EtapRep de
los tres hibridos, mientras que en la categoria “Otros” hongos las diferencias
significativas fueron para las EtapRep del Himeca 3002 y DANAC 3273 y EstruRep
en DANAC 3273.

En el Cuadro 2.2, se presentan los promedios de incidencia de MT y MI durante las
EtapRep comprendidas entre la aparicion de la panoja (VT) y MACO de semilla
hibrida de maiz producida en dos épocas de siembra y dos localidades del estado
Aragua, que es la principal zona de produccion de SCM del pais (Cabrera y Garcia
1999; Oropeza et al., 2000 y Diaz, 2006). Los promedios de incidencia de MT
reflejados en este Cuadro muestran un inédito patron de infecciones por MT durante
las etapas reproductivas de la semilla. La menor incidencia de MT ocurre en la etapa
VT de todos los hibridos, crece sostenidamente entre R1 y R5 y aumenta
significativamente en MAFI. Esta Ultima etapa es la indicadora de maxima calidad de
la semilla de maiz, soya y otros cultivos, porque presenta los maximos valores de
peso seco, germinacion y vigor, a pesar de variable incidencia de MT (Miranda, 1977
y 1981; Cerovich, 1997 y Miranda y Cerovich, 2004). En la siguiente etapa,
identificada como madurez de cosecha (MACO), al igual que lo encontrado en el
Capitulo I precedente, los tres hibridos registran maximos porcentaje de incidencia de
MT con incidencia significativamente mayor que la MAFI, hecho que confirma los
resultados de Siriacha et al. (1994) y Bush et al. (2004) en semilla de maiz, y
Miranda (1977 y 1981) en semilla de soya.
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Cuadro 2.2. Incidencia promedio de MT y MI en las etapas de desarrollo
reproductivo (EtapRep) de semilla hibrida de maiz producida dos épocas de siembras
y dos localidades del estado Aragua.

Promedios de incidencia de micobiota (%)
. Eta
Hibrido Repﬁ) MI
MT  Fusarium Aspergillus Penicillium  Otros®

vT 080 f 0,00 e 0,40 a 0,00 b 0,60
R1 27,60 d 420 e 320 a 16 b 2040 a
R2 11,67 ef 433 e 0,50 a 000 b 10,67 ab
Himeca  R3 4,00 f 1,33 e 1,33 a 0,00 b 2,50 b
3002 R4 1933 de 15,00 d 1,17 a 3,00 b 1,50 b
RS 4765 ¢ 4471 c 1,29 a 3,06 b 365 b
MAFI 7180 b 67,60 b 2,00 a 400 b 560 b
MACO 94,00 a 79,20 a 06 a 23,00 a 8,40 ab
VT 280 d 0,40 ¢ 2,00 a 0,00 b 0,20 b
R1 2500 b 9,00 bc 1,40 a 0,00 b 2300 a
R2 6,00 cd 150 c 0,67 a 0,17 b 417 b
DANAC R3 3,00 d 050 ¢ 0,33 a 0,00 b 233 b
3273 R4 16,33 bc 13,83 b 0,50 a 0,00 b 250 b
RS 14,94 bc 1271 b 0,70 a 0,35 b 1,29 b
MAFI 2260 b 19,40 b 1,20 a 0,40 b 1,40 b
MACO 9880 a 8500 a 0,00 a 28,60 a 3,40 b
VT 0,00 b 0,00 b 0,00 a 0,00 b 0,00 a
R1 440 b 0,20 b 0,20 a 0,00 b 420 a
R2 6,60 b 0,40 b 0,00 a 0,20 b 6,20 a
Sefloarca  R3 567 b 317 b 0,00 a 0,00 b 250 a
91 R4 2,67 b 1,17 b 033 a 0,00 b 1,17 a
R5 529 b 365 b 0,00 a 0,12 b 2,00 a
MAFI 8,40 b 6,00 b 0,00 a 0,20 b 3,00 a
MACO 9440 a 8300 a 0,00 a 20,4 a 0,40 a

@ Etapas de desarrollo del maiz segiin Hanway (1984): panoja, (VT), Sedas (R1), ampolla (R2),
lechosa (R3), pastoso (R4), dentado (R5). ® Acremonium, Rhizopus y hongo sin esporulacion.
Medias con diferente letra difieren entre si a P <0,05.
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El impacto de las infecciones por MT y MI sobre semillas maduras en las
etapas de MAFI y MACO ha sido identificado como el “proceso de deterioro pre-
cosecha” (DEPRECO) de la calidad de la semilla, caracterizado en semillas de maiz
por Diaz (2006), Bush et al. (2004), Siriacha et al. (1994), y en semillas de soya por
Miranda (1977, 1981). Este escenario destaca las recomendaciones de Cerovich
(1997), Miranda y Cerovich (2001) y Miranda, (2013) sobre la importancia de
desarrollar investigaciones para caracterizar los factores genéticos, sanitarios y
fisioldgicos asociados con el DEPRECO de semillas, que faciliten la implementacion
de estrategias de control y mejoramiento de la calidad de semillas de maiz y otros

cultivos en Venezuela.

En relacion a la M1, la mayor incidencia correspondié a Fusarium spp. En la
etapa VT la incidencia fue minima. 0 % para Himeca 3002 y Sefloarca 91, y 0,4 %
para DANAC 3273. Resultado esperado ya que Segun Hanway y Ritchiel (1984), en
VT no han emergido los estigmas y estilos que representan la via predominante para
la infeccion de las semillas de maiz (Munkvold y Carlton, 1997). Adicionalmente, el
Cuadro 2.2 muestra que la incidencia de Fusarium sigue el patron descrito para MT
en Himeca 3002 y DANAC 3273, pero no para Sefloarca 91, porque desde R1 los
porcentajes aumentan al avanzar las etapas de desarrollo y maduracion de la semilla
con picos maximos y significativos en MAFI y MACO, lo cual amplia los resultados
de Diaz (2006), Diaz et al. (2007), Bush et al. (2004) y Munkvold y Carlton (1997).

La incidencia de Aspergillus fue sustancialmente inferior a la de Fusarium y no
se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de infeccion para las
EtapRep desde VT hasta MAFI y MACO en los tres hibridos. En este sentido, las
investigaciones de Marsh y Payne (1984b) determinaron que cuando la invasion de A.
flavus ocurria en etapa de emergencia de los estigmas florales (R1), el nimero de
semillas infectadas aumentaba, pero la infeccion interna aparecia al inicio de la etapa
R5. Estos resultados sugieren que, independiente de la ausencia de diferencias

estadisticas, la incidencia de Aspergillus comprende suficiente indculo potencial para
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iniciar los procesos de invasion e infeccion de semillas en desarrollo que serian

transmitidas o transportadas en semillas de maiz como lo reporta McGee (1988).

La incidencia de Penicillium fue sostenidamente baja durante todas las etapas
de desarrollo de la semilla, excepto en MACO cuando presentd incrementos
estadisticamente significativos (23, 28,6 y 20,4 % para los hibridos Himeca 3002,
DANAC 3273 y Sefloarca 91, respectivamente).

El patron de incidencia “Otros” patdgenos, fue distinto al resto de la Ml,
presumiblemente debido a que es una categoria conformada por Acremonium,
Rhizopus y hongos no identificados sin esporular. Fue muy notable que las maximas
incidencias para este grupo no ocurrieron en las etapas MACO, como era lo esperado,

sino en R1y R2 para los tres hibridos.

El Cuadro 2.3 presenta el patrén de incidencia de MT y MI en ovarios, estilos,
estigmas, tusa y pedunculo de mazorcas (desde VT hasta R5) de los tres hibridos
sembrados en dos localidades y épocas de siembra del estado Aragua. La incidencia
de MT revela importantes porcentajes de inéculo potencial en todas las estructuras
reproductivas evaluadas, hecho que valida los resultados de incidencia de MT y Ml
mostrados en el Cuadro 2.2 de este mismo Capitulo Il, asi como las opiniones de los

investigadores citados en la discusion correspondiente.

La comparacion de MT entre hibridos indica que el Himeca 3002 present6 una
incidencia intermedia en ovario, estigmas, y pedinculo. El estilo mostr6 baja
incidencia, significativamente menor que el grupo anterior. En el hibrido DANAC
3273 la incidencia general de las estructuras reproductivas fue estadisticamente
superior para estigma, pedinculo y tusa, respecto a las infecciones en ovario y estilo
tuvieron incidencia significativa inferior con valor absoluto de importancia
patoldgica. Para el hibrido Sefloarca 91 en todas sus estructuras reproductivas

present0 porcentajes de incidencia sustancialmente inferiores a las encontradas para
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Himeca 3002 y DANAC 3273. Los porcentajes de incidencia de MT registrados
variaron entre 9,25 %; 3,83 %; 3,75 %; 1,33 % y 0 % en estigma, ovario, estilo
pedunculo y tusa demostrando que la ausencia de diferencias estadisticas entre estas
fuentes de indculo potencial de MT, pierden sentido ante el riesgo epidemioldgico de

su presencia comprobada en las estructuras reproductivas invadidas.

La magnitud y variacion de la MT detectada en las etapas de desarrollo
vegetativo y reproductivo asociadas con la formacién, desarrollo y maduracion de la
semilla confirma la consistencia de la metodologia introducida por Miranda (1977),
para relativa influencia de micobiota sobre la calidad de semilla de soya en
Mississippi, EE.UU. Adicionalmente, los resultados de los Cuadros 2:2 y 2.3 de esta
Capitulo, valida la de Miranda (1977) sobre la imposibilidad de producir semillas de
soya u otros cultivos libres de enfermedades en presencia de inoculo natural de
micobiota, presentes en organos florales durante las fases de pre y pos formacién de

la semilla.

Los resultados de incidencia de Ml en las EstruRep del Cuadro 2.3 muestran la
presencia de inoculo potencial de Fusarium, Aspergillus, Penicillium y Otros
patdgenos en todas ellas, lo que facilita los procesos de penetracion y transporte a la
semilla desde estilos y estigmas, segun lo descrito por Koehler (1942), Munkuold et
al. (1997), Marsh y Payne (1984b), Mycock (1990) y Windham y Williams (2007).
Estos resultados sugieren que en los tres hibridos el patégeno Fusarium sp. tuvo los
mayores promedios absolutos de incidencia en ovarios, estilo, estigma, tusa y
pedunculo. También se observa que los mayores promedios de incidencia de
Fusarium correspondieron al hibrido Himeca 3002, seguidos por DANAC 3273 y
Sefloarca 91, respectivamente.
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Cuadro 2.3. Incidencia promedio (%) de la MT y MI en estructuras reproductivas
(EstruRep), desde flor a semilla, de los hibridos Himeca 3002, DANAC 3273
sembrado en la Cuarta y valle de Tucutunemo en época de lluvia y Sefloarca 91
sembrado en el Valle de Tucutunemo en norte verano.

Promedios de incidencia (%)
Hibrido EstruRep MI

MT  Fusarium Aspergillus Penicillium Otros®”)

Ovario 26,84 a 2469 a 111 a 1,76 a 2,15 b

) Estilo 1341 b 627 b 094 a 094 a 728 b

e Esigma 2052 a 635 b 063 a 127 a 2508 a
Tusa 1392 ab 949 b 3,16 a 1,90 a 063 b

Pediunculo 19,62 ab 1139 b 570 a 2,53 a 190 b

Ovario 897 b 755 a 064 a 0,13 a 071 b

Estilo 902 b 478 a 034 a 0,00 a 451 b

e Estigma 2921 a 984 a 222 a 000 a 2825 a
Tusa 1533 ab 8,67 a 4,00 a 1,33 a 333 b

Peddnculo 20,00 ab 12,00 a 2,67 a 0,00 a 600 b

Ovario 383 a 2,72 a 000 a 0,07 a 132 a

Estilo 375 a 142 a 015 a 0,00 a 2,25 a

Sefloarc®  Etigma 925 a 021 a 000 a 000 a 9,03 a
Tusa 000 a 000 a 000 a 0,00 a 0,00 a

Peddnculo 133 a 067 a 067 a 0,67 a 000 a

) Acremonium, Rhizopus y hongos que no esporularon.
Medias con diferente letra difieren entre si a P <0,05.

Sobre las posibles vias de penetracion de Fusarium en la planta, Koehler (1942)
sustentaba que el hongo penetraba desde las barbas hacia la planta madre, mientras
que Munkvold et al. (1997); Miller et al. (2007) indicaron que el peddnculo facilita la
penetracion a la planta madre. Miler et al.. (2007) observaron que Fusarium puede
penetrar en el ovario directamente a través del punto de unién del estigma, o
atravesando los estigmas y crecer sobre otras semillas o en espacios entre semillas, o

invadir la tusa y penetrar a través del pedicelo.

En cuanto a Aspergillus y Penicillium los tres hibridos mostraron incidencias de

menor magnitud que para Fusarium, y sin diferencias significativas para la incidencia

54



de las EstrRep evaluadas. Al comparar los hibridos, la menor incidencia de
Aspergillus correspondié a Sefloarca 91 presentando mayor porcentaje en el
pedunculo y tusa. Otros hongos tuvieron mayor incidencia en el estigma y menor
para las otras estructuras reproductivas. Sobre las rutas de infeccion de A. flavus a la
semilla de maiz Windham y Williams (2007), sefialan la infeccién desde el tallo
como otra via de penetracion e infeccion a la semilla. Siriacha et al. (1994)
informaron que A. flavus fue recuperado en las sedas o barbas desde su emergencia

(VT), en latusay en las semillas

En el estudio de la inflorescencia masculina, no se detecté micobiota en los
granos de polen muestreados, lo que indica que la MI detectada en las mazorcas no
son transportados por el polen. Estos resultados discrepan con los obtenidos por
Pineda (2001) quien sugeria que los granos de maiz pueden infectarse a partir de
polen proveniente de espigas infectadas con Fusarium. Naik and Busch (1978)
determinaron que el polen estimula la germinacion de las conidios de Fusarium pero

no sefialan la transmision por granos de polen.

55



V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La metodologia utilizada fue eficaz y condujo a resultados innovadores para
estudios de patologia, calidad sanitaria y tecnologia de produccion de semilla

certificada de maiz y otros cultivos.

Los hongos pertenecientes al género Fusarium presentaron los mayores
porcentajes de incidencia en todas las etapas de desarrollo y maduracion de la
semilla hibrida de maiz, aumentando en la época de lluvia y disminuyendo en la

época de norte verano.

El alto nivel de in6culo del MT en los estigmas indican que son la principal via
de infeccidn de la semilla, mientras que la ausencia de micobiota en los granos de

polen sugiere que no son fuente de infeccion para la semilla de maiz

La infeccion de la semilla de maiz aumenta en las etapas de desarrollo y
maduracion fisiolégica y alcanza el maximo a la maduracién de cosecha
(MACO).

La menor incidencia de inéculo en la SCM producida durante norte - verano
recomienda su produccion en esta época para mejorar la calidad sanitaria de la
SCM.

56



VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAKER, K. F. 1972. Seed Pathology. In: T. Kozslowski. Ed. Seed Biology, vol. 2.
Academic Press. New York. pp. 317-416.

BENSCH, M. J. 1995. An evaluation of inoculation techniques inducing
Stenocarpella maydis ear rot on Maize. South African J. of Plant and Soil, 12:
172-174.

BOOTH, C. 1971. The genus Fusarium. Kew, Surrey, England, Commonwealth
Mycologicals Institute. 237 p.

BOOTH, C. 1977. Fusarium Laboratory Guide to The Identification of the Major
Species. Kew, Surrey, England, Commonwealth Mycologicasl Institute. 58 p.

BUSH B J; M L CARSON; M A CUBETA; W M HAGLER y G A PAYNE. 2004.
Infection and Fumonisin Production by Fusarium verticillioides in Developing
maize kernels Phytopathology; 94: 88-93

CABRERA, S.R., y P. GARCIA. 1999. El Cultivo de Maiz en Venezuela. Fondo
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (FONAIAP), Centro de
Investigaciones Agropecuarias del Estado Portuguesa (CIAEP). 15 p.

CASTONGUAY, Y.y L. COUTURE. 1983. Epidemiologie de la contamination des
grains de céréales par les Fusarium spp. Canadian Journal of Plant Pathology,
5 (4): 222-228.

CEROVICH, M. 1997. Estrategias de control de calidad en el sistema de semillas.
En Curso de Tecnologia de semillas para la competitividad agricola. XIII
Jornadas Agrondmicas. Julio 11 y 12. Maracay. Venezuela.

CEROVICH, M. y F. MIRANDA. 2001. Sanidad de semillas. Componente basico de
la calidad. In: Subero, LJ. Patologia de semillas XVII congreso Venezolano de
Fitopatologia. Maracay

COMMONWEALTH MYCOLOGICAL INSTITUTE (CMI). 1964. Gibberella
fujikuroi. Descriptions of pathogenic fungi and bacteria. Set. 3 No 22 Kew,
Surrey, England

DA SILVA, L. 2005. Deteccidn, identificacion, ubicacidn y transmision de especies

de Fusarium en semillas de maiz (Zea mays L.) Tesis Magister Scientiarum en
Agronomia. UCV- Maracay. VE. 94 p.

57



DIAZ, J. 2006. Caracteristicas dimensionales y colorimétricas de cultivares
comerciales de maiz con fines de procesamiento agroindustrial. Tesis de
Maestria. Universidad Central de Venezuela, Facultad de Agronomia, 145 pp.

DIAZ, J.; F. MIRANDA; M. CEROVICH y R. FIGUEROA. 2007. Incidencia de
Fusarium verticillioides en semillas certificadas de maiz producidas en la
region central de Venezuela. XX Congreso Nacional de Fitopatologia. Maracay,
agosto 2007

ELLIS, M.B. 1971. Dematiaceous Hyphomycetes, Commonwealth Mycological
Institute. Kew, Surrey, England,

HANWAY, J.J. y SW. RITCHIE. 1984. How a corn plant develops: Special report
N° 48. lowa State University

KOEHLER, B. 1942. Natural mode of entrance of fungi into Corn ears and some
symptoms that indicate infection. Journal of Agricultural Research 64 (8):421-
442

JONES, B.L., J.C. LEEPER y R. A. FREDERIKSEN. 1972. Sclerospora sorghi in
corn: its location in carpellate flowers and mature seeds. Phytopathol. 62: 817-
819.

LESLIE, JF. y B.A. SUMMERELL. 2006. The Fusarium laboratory manual.
Sydney. Blackwell, 388 p.

MALAGUTI, G. 2000. Enfermedades del maiz en Venezuela. In: El maiz en
Venezuela. H. Fontana y C. Gonzalez (Compiladores). Fundacion Polar. p 363-
405

MARSH, S.F. y G.APAYNE. 1984a Scanning EM studies on the colonization of
dent corn by Aspergillus flavus. Phytopathology 74:557-561

MARSH, S.F. y G.A. PAYNE. 1984b Prehavest infection of corn silks and kernels by
Aspergillus flavus. Phytopathology 74:1284-1289

MAUDE, R. B. 1996. Seedborne diseases and their control: principles and practice.
CAB International. Oxon. pp 280

MAZZANI, C. y O. BORGES. 1993. Fusarium moniliforme, importante especie de
hongo en granos de maiz (Zea mays L.) en Venezuela. Memoria X111 Congreso
Venezolano de Fitopatologia

MAZZANI, C.; O. BORGES; O. LUZON; V. BARRIENTOS y P. QUIJADA. 1999.
Incidencia de Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme, aflatoxinas y

58


http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22KOEHLER%2C+B.+%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=do%3A%22Journal+of+Agricultural+Research%22

fumonisinas en ensayos de hibridos de maiz en Venezuela. Fitopatol. Venez.
12: 9-13.

MAZZANI, C., 0. BORGES; O. LUZON; V. BARRIENTOS y P. QUIJADA. 2000.
Fusarium moniliforme, fumonisinas y Aspergillus flavus en granos de hibridos
de maiz en el estado Guarico, Venezuela. Rev. Fac. Agron. 17: 185-195

MAZZANI, C.; O. BORGES:; O. LUZON; V. BARRIENTOS y P. QUIJADA. 2001.
Occurrence of Fusarium moniliforme and fumonisins in kernels of maize
hybrids in Venezuela. Brazilian Journal of Microbiology 32:345-349

MCGEE, D.C. 1988. Maize diseases. A reference source for seed technologists. St.
Paul, Minnesota, US. P. 149.

MILLER, S. S.; L. M. REID y L. J. HARRIS. 2007. Colonization of maize silks by
Fusarium graminearum, the causative organism of gibberella ear rot. Canadian
Journal of Botany, 85:(4): 369-376

MIRANDA, F. 1977. The influence of some seed borne pahogens on soybean seed
quality. M.S. Thesis. Mississippi State University. Mississipi State. MS.39762.

MIRANDA, F. 1981. Chemical and biological protection of soybean seed quality.
Ph.D. Disertation. Mississippi State University. Mississipi State. MS.39762

MIRANDA, F. 2013. Bases técnicas y legales para la produccion de semilla de arroz
en el SIABSEM de Venezuela. En: Diplomado de produccién de arroz bajo
riego. Octubre 2013. Araure, Portuguesa.

MIRANDA, F. y M. CEROVICH. 2001. Patologia de Semillas. En: Curso de
Patologia de semillas XVII Congreso de Fitopatologia de Semillas. Maracay,
Venezuela. Universidad Central Facultad de Agronomia. 17pp.

MIRANDA, F. y M. CEROVICH. 2004. Bases legales y técnicas para la certificacion
de semillas de arroz en Venezuela. En el Curso- Taller sobre produccion de
semilla de arroz, libres de arroz rojo organizado por FAO, Facultad de
Agronomia de la UCV e INIA- Portuguesa. Araure, Portuguesa. Septiembre
2004. 22pp.

MUNKVOLD, G. P., y W. M. CARLTON. 1997. Influence of inoculation method on
systemic Fusarium moniliforme infection of maize plantsrown from infected
seeds. Plant Dis. 81:211-216.

MUNKVOLD, G. P., D. V. MCGEE y W. M. CARLTON. 1997. Importance of

different pathways for maize kernel infection by Fusarium moniliforme.
Phytopathology. 87: 209-217.

59


http://www.ingentaconnect.com/content/nrc/cjb;jsessionid=uf3se3vr80sa.alexandra
http://www.ingentaconnect.com/content/nrc/cjb;jsessionid=uf3se3vr80sa.alexandra

MYCOCK, D. J. 1990. A study of some of the inter-relationships between maize and
the seed storage fungi as typified by Aspergillus flavus var. columnaris.
University of Natal. 482 paginas

NAIK, D.M. y L.V. BUSCH. 1978. Stimulation of Fusarium graminearum by maize
polen. Cqgn. J. Bt. 56: 1113-1117.

NEERGAARD, P. 1979. Seed Pathology. Ed. Rev. The McMillan Press. LTD.
London. 839p.

OERKE, E. C.2006. Centenary Review: Crop losses to pests. The Journal of
Agricultural Science 144(1): 31-43

OROPEZA, H., C. MARQUEZ y D.NUNEZ T. 2000. Tecnologia de la produccion
de semillas. In: El maiz en Venezuela. H. Fontana y C. Gonzélez
(Compiladores). Fundacion Polar

PINEDA, J. 2001. Papel de las inflorescencias del maiz en la captura de esporas de
Fusarium moniliforme y su efecto en la infeccion de mazorcas y granos.
Informe final CDCHT. UCLA Barquisimeto, VE.

RONDON, M., M. CHAVARRI; A. CAPOBIANCO y C. MAZZANI. 2011. Mohos
asociados al maiz blanco (Zea mays) de cosecha procedente del estados
Guaérico. Sociedad Venezolana de fitopatologia. XXII congreso venezolano de
fitopatologia. Trujillo, 08 al 11 de noviembre de 2011. Resumenes. Fitopatol.
Venez. 24 (2): 65

SIRIACHA, P.; P. TONBOONEK; A. WONGURAI y S. KOSITCHAROENKUL.
1994. Preharvest contamination of maize by Aspergillus flavus In: Highley, E.;
Wright, E.J.; Banks, H.J.; Champ, B.R. (Eds.), Stored Product Protection,
Proceedings of the 6th International Working Conference on Stored-Product
Protection, 17-23 April 1994, Canberra, Australia. CAB International,
Wallingford, United Kingdom.
http://spiru.cgahr.ksu.edu/proj/iwcspp/iwcspp6.html

SIVANESAN, A. 1987. Graminicolous species of bipolares, curvularia, drechslera,
exserohilum and their Teleomorphs. Mycological Papers, No 158. C.A.B.
International Mycological Institute. 261 p.

SUBERO L. J. 2001. Patologia de Semillas XVII Congreso Venezolano de
Fitopatologia. Maracay.

60



SUKNO, S.A; V.M. GARCIA; B.D. SHAW y M.R. THON. 2008. Root infection
and systemic colonization of maize by Colletotrichum graminicola. Applied
and Environmental Microbiology 74: 823-832

WINDHAM, G.L. y W.P. WILLIAMS. 2007. Systemic infection of stalks and ears of
corn hybrids by Aspergillus parasiticus. Mycopathologia 164:249-254

WINDHAM G.L., W.P. WILLIAMS y F.M. DAVIS. 1999. Effects of the
southwestern corn borer on Aspergillus flavus kernel infection and aflatoxin
accumulation in maize hybrids Plant Disease 83 (6), 535-540

WHITE, D. G. 1999. Compendium of Corn Diseases. 3rd ed. APS Press, St. Paul,
Minnesota.

61


http://wiki.pestinfo.org/wiki/Gary_L._Windham
http://wiki.pestinfo.org/wiki/Aspergillus_flavus_(plant/storage_disease)
http://wiki.pestinfo.org/wiki/Plant_Disease

CAPITULO 11l

INFLUENCIA DE LA MICOBIOTA NATURAL SOBRE LA CALIDAD
SANITARIAY FISIOLOGICA DE LA SEMILLA HIBRIDA DE MAIZ.

La micobiota presente en la semilla puede afectar la calidad fisioldgica al
disminuir el porcentaje de germinacion y el vigor de las mismas. Ademas es un
vehiculo de diseminacion de plagas y enfermedades en nuevas areas de cultivo. Con
el objetivo de evaluar la influencia de la micobiota natural sobre la calidad sanitaria y
fisiologica de la semilla de maiz se tomaron muestras de semillas colectadas en
madurez de cosecha (MACO) de tres hibridos sembrados en dos localidades y dos
épocas de siembra. La germinacién fue evaluada segin los protocolos de la
International Seed Testing Association (ISTA, 1993). El vigor de las semillas fue
estimado por el porcentaje de plantulas normales germinadas a los cuatro dias. Una
segunda evaluacion de la germinacion fue realizada cuando se determind la micobiota
presente en la etapa MACO, tomando la emergencia de radicula como indicador de
germinacion. Los resultados fueron analizados para establecer el efecto de la
micobiota sobre la germinacion. En la prueba estdndar de germinacion realizada, los
porcentajes estuvieron por encima de 88%, valor minimo establecido en las normas
de certificacion (MAC-FONAIAP, 1977), por lo que se considera que los lotes de
semilla de los tres hibridos presentan una buena germinacion. Los porcentajes de
germinacién a los cuatro dias fueron altos indicando que las semillas presentan un
buen vigor. Al hacer el analisis de la micobiota presente en las semillas de los
hibridos de maiz en estado de MACO se encontraron los hongos Fusarium spp.,
Penicillium sp., Aspergillus sp. (A. niger y A. flavus) Acremonium y Rhizopus. Se
relaciono la germinacion de las semillas a los siete dias con la micobiota total (MT) y
la micobiota individual (MI) y no se encontr6 efecto de la micobiota sobre la
germinacion.

Palabras Claves: Germinacion, vigor, maiz, Fusarium sp., Penicillium sp.,
Aspergillus sp., Acremonium sp. y Rhizopus.
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I. INTRODUCCION

La siembra de semillas de dptima calidad es el punto de partida para lograr un
buen cultivo. Para determinar la calidad de la semilla se consideran los componentes
genético, fisico, fisioldgico y sanitario (Cerovich y Miranda, 2001). Cumplir con
todos ellos es prioritario para garantizar un alto estandar de calidad de la semilla, por
lo que durante todo el proceso de produccion se debe mantener un manejo adecuado

para evitar cualquier efecto que vaya en detrimento del producto final.

La calidad fisioldgica se determina por el porcentaje de germinacion y el vigor
de las semillas, que representan la cantidad de plantulas con condiciones de
establecerse en el campo en condiciones favorables. La micobiota presente en la
semilla puede afectar la calidad fisioldgica ya que ademas de constituir un eficiente
vehiculo de diseminacion de plagas y enfermedades en nuevas areas de cultivo, puede
causar disminucion de la densidad de plantas por pudricion de la semilla o0 muerte de

plantulas durante la emergencia (McDonald, 1994).

En el maiz, entre el grupo de hongos que reducen la germinacion y emergencia
en campo se encuentran Aspergillus (A. glaucus, y A. niger), Penicillium,
Colletotrichum graminicola, Stenocarpella maydis y Fusarium. (Warren y Nicholson,
1975; Nwigwe, 1974; McGee, 1988). En cuanto a este ultimo existen controversias
respecto a su efecto sobre la germinacién (Munkvold et al., 1997; Styer y Cantliffe,
1984; Yates et al., 1997; Naik et al., 1982).

Con el objetivo de contribuir en el conocimiento del efecto de la micobiota en

el sistema de produccion y certificacion de semillas se evalud la influencia de la

micobiota natural sobre la calidad sanitaria y fisioldgica de la semilla hibrida de maiz.
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Il. REVISION DE LITERATURA

Las semillas constituyen un elemento muy importante en la produccién agricola
de un pais, ya que son las portadoras del potencial genético para lograr cosechas de
altos rendimientos y de buena calidad; en general son la unidad de supervivencia y

propagacion de cualquier especie vegetal.

La calidad de la semilla es un concepto que comprende diversos factores
agrupados en cuatro componente; uno genético referido a la identidad genética; un
componente fisico que se refiere a la pureza fisica de la semilla; uno fisiol6gico que
corresponde al potencial de germinacion y vigor de la semilla y por altimo el
sanitario relacionado con la presencia de plagas y enfermedades transmisibles por
semilla (MAC, 1961, Popinigis, 1977).

En la produccion de semillas de alta calidad el vigor junto con el porcentaje de
germinacion juega un papel importante dentro de los componentes de la calidad
fisiologica (Hampton y Coolbear, 1990). El vigor de germinacion es definido como
todas las propiedades de la semilla que determinan el potencial para una emergencia
rapida y uniforme y el desarrollo de plantulas normales bajo un amplio rango de
condiciones de campo. La base bioldgica para el concepto y pruebas de vigor de la
semilla lo constituye el proceso de deterioro que conduce a la reduccion de la calidad
de la misma. Entre los factores que promueven el deterioro de la semilla se
encuentran los ambientales y los bioldgicos, considerandose dentro de estos Gltimos

la micobiota patogénica transportada en la semilla (McDonald 1998).

Los patogenos pueden reducir el vigor de la semilla directamente afectando la
germinacion, o indirectamente por limitar la habilidad de la misma en la produccion
de una plantula con desarrollo normal. Igualmente, de semillas con diferentes niveles
de infeccion pueden resultar una gran proporcién de plantulas con crecimiento

anormal que puede persistir después de la emergencia, reduciendo la capacidad de
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crecimiento del cultivo (Neergaard, 1979). Asi mismo, la calidad de la semilla
frecuentemente afecta el tamafio de plantulas después de la emergencia y esta
diferencia puede permanecer hasta la cosecha afectando al cultivo (Finch-Savage,
1995).

Una planta enferma se ve afectada indirectamente desde el punto de vista
fisiolégico en su desarrollo y en la maduracion de sus semillas, dando lugar a
semillas arrugadas o malformadas cuyo potencial de germinacion puede reducirse o
perderse completamente; cuando el efecto es directo, la semilla estd enferma, por lo
que se puede ver afectada su viabilidad y apariencia; adicionalmente, el patdégeno

puede ser transmitido por la semilla (Neergaard, 1979).

Munkvold et al. (1997) y Styer y Cantliffe (1984) sefialan que F. verticillioides
afecta la germinacion y crecimiento de plantulas de maiz encontrando que semillas
con alta incidencia de este patdgeno pueden dar lugar a baja germinacién o a
plantulas seriamente afectadas. En cambio Yates et al. (1997), Naik et al. (1982)
encontraron poca influencia de éste sobre la germinacion. Rheeder et al. (1990)
sefialan que Fusarium spp. tiene poca influencia sobre la germinacion. Galli et al.
(2005) encontraron que F. graminearum no afect6 la germinacion ni el vigor de las
semillas de maiz. Moraes et al. (2003) demostraron que F. verticillioides no afecta la

calidad fisioldgica de las semillas.

Los Aspergillus (A. glaucus, y A. niger), reducen la germinacion por invasion
del embrién y ocasionan semillas decoloradas y arrugadas. El género Penicillium
produce granos mohosos, pudricion en almacenamiento y decoloracion de la semilla.
Estos patdgenos producen micotoxinas que causan marchitez de plantulas (McGee,
1988). Peixoto et al. (1998) demostraron que Fusarium, Aspergillus y Penicillium no

afectan el vigor ni la germinacion de las semillas de maiz.
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Colletotrichum graminicola reduce la germinacién y emergencia en campo
(Warren y Nicholson, 1975). Respecto a Macrophomina phaseolina, Curvularia sp.,
Ustilaginoidea virens, Cladosporium sp.y Rhizoctonia solani, no se han registrado
efecto sobre la germinacion de las semillas. La raza T de Bipolaris maydis reduce la
germinacioén de la semilla (Kommedahl y Lang, 1971), mientras la raza O no produce
ningun efecto sobre la calidad de la semilla y no hay evidencias de su transmisién. En
el caso del mildid lanoso o falsa punta loca, producido por Sclerophthora
macrospora, no se ha observado efecto sobre la calidad de la semilla. (Rao et al.,
1985), Stenocarpella maydis (Diplodia maydis) reduce la germinacion y causa
marchitamiento en plantulas (Nwigwe, 1974).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

Para evaluar la influencia de la micobiota natural sobre la calidad fisiologica de
la semilla se colectaron muestras en la etapa de MACO (Anexos 1.1, 1.2, 1.3) de tres
hibridos: Himeca 3002 en La Cuarta, en época de lluvia, DANAC-3273 y Sefloarca

91, en el Valle de Tucutunemo en época de lluvia y norte-verano, respectivamente.

Las muestras colectadas se dividieron en submuestras que fueron llevadas al
Laboratorio de semilla del Departamento de Agronomia en la Facultad de Agronomia
de la UCV, para realizar las pruebas de germinacién y vigor utilizando el protocolo
de la ISTA (1993). Cuatrocientas semillas muestreadas al azar, fueron divididas en
cuatro repeticiones de 100 semillas, para cada hibrido y época de siembra. Se
utilizaron cuatro bandejas, con cuatro capas de papel Sutil blanco humedecido con
agua destilada y cubiertas con dos capas adicionales del mismo tipo de papel. Las
bandejas, se incubaron en el cuarto de germinacion a temperatura promedio de 25 +
2°C y humedad relativa entre 70 y 80% por siete dias. Se realizaron dos conteos: el
primero a los cuatro dias después de sembrado (DDS) contabilizando plantulas
normales y un segundo contaje a los siete DDS, acorde a lo establecido en ISTA,
(1993).

El vigor de las semillas se determino utilizando el porcentaje de plantulas
normales del primer conteo de la prueba de germinacion estandar (cuatro DDS),
segun el protocolo de McDonald (1994). Este valor representa la poblacion de
semillas con rapida germinacion (AOSA, 2002). Las pruebas de germinacion y vigor
fueron realizadas bajo un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones de
100 semillas cada una. Los datos de germinacion y vigor fueron sometidos a analisis

de varianza y prueba de Tukey utilizando el programa Statistix 8.0.

Una segunda evaluacion de la germinacion fue realizada cuando se determino la

micobiota presente en la semilla en MACO. Para ello se utilizo la emergencia de la
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radicula como indicador de germinacion. Se recolectaron 25 mazorcas en campo
mediante un muestreo sistematico entre hileras y al azar dentro de las hileras. De cada
mazorca se tomaron al azar 20 semillas. Las semillas fueron desinfectadas
sumergiéndolas en una solucion de hipoclorito de sodio al 2% por tres minutos.
Luego se colocaron sobre el medio de PDA incubéandolas por un periodo de 7 dias a
28 °C, en concordancia con el método de la placa de agar, ISTA (1993). Se registro la

MT, Ml y emergencia de radicula
Los resultados fueron analizados mediante la prueba de chi-cuadrado utilizando

el programa Statistix 8.0 para establecer el efecto de la MT y de la MI sobre la

germinacion.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en la prueba de germinacion estandar fueron
sometidos a un analisis de varianza (Cuadro 3.1) encontrdndose que no hay
diferencias significativas en la germinacién entre los hibridos, sin embargo si hay
diferencias para el vigor de las semillas.

Cuadro 3.1. Analisis de varianza (valores de F) para un disefio completamente al
azar, de la germinacion y el vigor de las semillas de los hibrido Himeca 3002,
DANAC 3273 sembrados en época de lluvia en la Cuarta y Valle de Tucutunemo
respectivamente y Sefloarca 91 sembrado en norte verano en el valle de Tucutunemo.

Valores de F
Fuentes de variacion _ -
Germinacién Vigor
Hibrido 3,70 11,6+
CcV % 2,08 4,35

™ (p >0,05); * (p < 0,05); ** (p < 0,01). CV: Coeficiente de variacion

El Cuadro 3.2 presenta el porcentaje promedio de germinacién de las semillas
de los tres hibridos. Los porcentajes fueron superiores al 88%, valor minimo de
germinacion establecido en las normas de certificacion (MAC-FONAIAP, 1977). La
germinacion a los 4 dias como indice de vigor muestra que el hibrido Himeca 3002
presentd menor vigor que los hibridos DANAC 3273 y Sefloarca 91. Los altos
valores en todos los casos indican que la MN encontrada no afectd la germinacion ni
el vigor de las semillas evaluadas. Estos resultados coinciden con lo obtenido por
Peixoto et al. (1998) quienes encontraron que Fusarium, Aspergillus y Penicillium no

afectan el vigor ni la germinacion de las semillas de maiz.

El Cuadro 3.3 presenta los valores de chi-cuadrado para la relacion entre la
germinacion con la MT y MI encontrado en las semillas de maiz en MACO. Los
hongos encontrados fueron Fusarium spp., Penicillium sp., Aspergillus sp. (A. niger y
A. flavus) y Acremonium. La relacion entre la germinacion de las semillas con la MT

y M1 a los siete dias no mostro efecto en los hibridos.
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Cuadro 3.2. Porcentaje promedio de germinacion y vigor de semilla de los hibridos
Himeca 3002, DANAC 3273 producida época de lluvia en la Cuarta y valle de
Tucutunemo respectivamente, y Sefloarca 91 sembrado en época de norte verano en
el Valle de Tucutunemo.

Hibrido Germinacion Vigor
Himeca 3002 95.25 a 83.25 b
DANAC 3273 94.00 a 9275 a
Sefloarca 91 97.75 a 96.25 a

Germinacién (% de germinacion a los 7 dias), Vigor (% germinacion a los 4 dias)
Medias con diferente letra difieren significativamente entre si a P < 0,05.

Cuadro 3.3. Valores de X? (chi cuadrado) para la relacién de la germinacion de los
hibridos Himeca 3002, DANAC 3273 y Sefloarca 91 con la incidencia de micobiota
total (MT) y micobiota individual (MI).

Ml
Hibrido MT - —— - -
Fusarium Penicillium A. flavus A. niger Acremonium
Himeca
09" 1,63 "™ 0,62 " 0,03™ 0,06 1,32"™
3002
DANAC
345™ 105™ 6,82 ** - - 0,12"™
3273
Sefloarca
o1 0,06™ 021™ 0,26 ™ - - -

" (P >0,05); * (p < 0,05); ** (p <0,01)

Al analizar los resultados obtenidos en el Cuadro 3.3, se puede ver que el
género Fusarium no afect6 la germinacién de las semillas tal como ha sido sefialado
por numerosos investigadores entre los cuales se encuentran Yates et al. (1997), Naik
et al. (1982), Moraes et al. (2003) quienes demostraron que F. verticillioides no
afecta la calidad fisioldgica de las semillas de maiz. Investigadores como Rheeder et
al. (1990) indicaron que Fusarium spp. no afecta la germinacion; Galli et al. (2005)

determinaron que F. graminearum tampoco afecto la germinacion ni el vigor de las
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semillas de maiz. Otros investigadores han indicado efectos contrarios sobre la
germinacion tales como Munkvold et al. (1997) y Styer y Cantliffe (1984) sefialando
que F. verticillioides afecta la germinacion y crecimiento de plantulas de maiz,
encontrando que semillas con alta incidencia de este patdgeno pueden dar lugar a baja

germinacion o a plantulas seriamente afectadas.

Los otros géneros encontrados no afectaron el vigor ni la germinacién de las
semillas de maiz, tal como fue citado por Peixoto et al. (1998), los que difieren de
McGee (1988) y Mycock (1990) quienes sefialan que Aspergillus y Penicillium
reducen la germinacion y el vigor de las semillas, mientras que Acremonium no la

afecta.

Qasen y Christensen (1958) sefialaron que Aspergillus disminuye la
germinacioén de las semillas maiz en almacenamiento. Keromnes y Thouvenot (1985)
afirman que Penicillium spp. inhibe la germinacion de maiz. Cantone et al. (1983)
determinaron que la germinacion de las semillas inoculadas con Aspergillus y
Penicillium se mantuvo alta y que hay pérdida significativa de la germinacion cuando
son almacenadas en condiciones favorables para el crecimiento del hongo, esta
pérdida es causada por la invasion de la semilla. Estos mismos autores sefialan que
A. glaucus y Penicillium no causan una rapida disminucion de la germinacién cuando
la penetracion y la invasion del embrion es insignificante. Lo sefialado por Cantone et
al. (1983) explica los resultados obtenidos ya que las semillas fueron evaluadas sin

ser sometidas a un periodo de almacenamiento.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La micobiota natural presente en las semillas no afecta la germinacion y el vigor

de las semillas.
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CAPITULO IV

EFICACIA DEL TRATAMIENTO CON FUNGICIDAS PARA CONTROLAR
LA MICOBIOTA EN SEMILLAS HIBRIDAS DE MAIZ.

El tratamiento pre-siembra con Carboxin+Thiram es el principal método
para controlar patdgenos en semilla de maiz, pero los vigentes problemas de calidad
sanitaria justifican evaluar la eficacia del tratamiento con fungicidas para controlar la
micobiota en semillas hibrida de maiz. En laboratorio, se evaluo la eficacia de los
fungicidas Carboxin+Thiram, Captan, Myclobutanil, Carbendazim, Benomyl,
aplicados a semillas del hibrido Himeca 3002 en dosis comerciales. Cuatro
repeticiones de 100 semillas de maiz del hibrido citado fueron sembradas en cajas de
Petri con PDA vy arregladas en un disefio completamente al azar. La incidencia de la
micobiota total (MT) e individual (MI) fue registrada. En campo, semilla del hibrido
DANAC-3273 fue producida en dos lotes en época de lluvia en el Valle de
Tucutunemo. EI primer lote recibid tres aplicaciones foliares de 250 g/ha. de
Benomyl, y en el segundo (Testigo), no se aplicoé fungicida. La incidencia de MT y
MI en follaje y semillas en desarrollo durante las etapas R2, R4, MAFI y MACO, se
evalué mediante muestreo sistematico entre hileras y al azar dentro de la hilera. El
efecto del fungicida sobre la calidad sanitaria de semillas en MAFI y MACO fue
estimado por el porcentaje de semillas infectadas en caja de Petri con PDA, vy la
calidad fisiologica mediante pruebas de germinacion estdndar y vigor segin ISTA
(1993). Los resultados de laboratorio para semillas del hibrido Himeca 3002
presentaron alta incidencia de Fusarium, Aspergillus, Penicillium, y menor para
Curvularia, Helmintosporium, Acremonium y Rhizopus. Todos los fungicidas usados
redujeron la incidencia de la MT pero Benomyl, registré el mejor control con un 3%
de incidencia, seguido por el grupo Carbendazim (25%), Captan (87,5%) vy
Carboxin+Thiram (87,25%). Con Myclobutanil la incidencia de Penicillium fue
mayor que la del testigo, presumiblemente por efecto del fungicida. En las etapas
MAFI y MACO la MT y MI consistio de los géneros Fusarium, Penicillium,
Aspergillus y Acremonium. En campo, las aplicaciones foliares con Benomyl
mejoraron la calidad sanitaria de la semilla al reducir la incidencia de Fusarium y
otros patdgenos de la MT. Ademas, la excelente germinacion y vigor de las semillas
(>88%) confirmd que los altos niveles de inoculo de la MT no afectan la calidad
fisiologica de la SCM experimentalmente producida. En MACO, la incidencia de
Penicillium en semillas de plantas tratadas con fungicida, fue mayor que en las no
tratadas, sugiriendo un efecto colateral del Benomyl por verificar.

Palabras claves: semillas de maiz, micobiota natural, calidad sanitaria, control con
fungicidas, Benomyl.
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I. INTRODUCCION

Las semillas de maiz son importantes fuentes de indculo de innumerables
patogenos, algunos de los cuales pueden ser transmitidos por la semilla. Los géneros
mas reportados a nivel mundial y nacional son Fusarium, Aspergillus y Penicillium,
porque infectan mazorcas y granos de maiz en el campo y pueden generar
micotoxinas altamente toxica para los humanos y animales, llegando a ser
cancerigenas (McGee, 1988;; Mazzani y Borges, 1993; Mazzani et al., 2000;
Malaguti, 2000; Mazzani et al., 2001; Da Silva, 2005; Diaz 2006; Diaz et al.. 2007;
Khosravi et al. 2007 y Rondon et al., 2011). Estos hongos pueden ser transmitidos
por la semilla, por lo que es importante desarrollar medidas de control que permitan
disminuir la incidencia de los mismos (McGee, 1988; Cerovich y Miranda, 2001 y Da
Silva, 2005).

La micobiota transmitida por semilla puede ser controlada con el uso de
fungicidas en los campos de produccion o mediante el tratamiento de semillas con
fungicidas antes de la siembra. El tratamiento de semillas pre-siembra se mantiene
como la practica méas usada y su objetivo es la eliminacién de los posibles patdgenos
que tenga la semilla y produccidon de plantulas sanas (Maude, 1996). En Venezuela el
producto comercial mas utilizado en el tratamiento de semillas es el
Carboxin+Thiram, lo que indica la necesidad de identificar otros fungicidas
sistémicos o de contacto que aplicados a la semilla aporten mejor eficacia en el
control de la micobiota natural y utilizados en el campo mejoren el control de
infecciones foliares y de la semilla antes de la cosecha (Miranda, 1981; McGee, 1988
y Cerovich y Miranda, 2001). Debido a la importancia del contexto descrito, se
planteo el objetivo de evaluar la eficacia del tratamiento con fungicidas para controlar

la micobiota en semillas hibrida de maiz en ensayos de laboratorio y campo.
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Il. REVISION DE LITERATURA

Las enfermedades del maiz al igual que las de otros cultivos varian en severidad
dependiendo del organismo causal, genotipo de la planta y de las condiciones
ambientales donde se desarrolla el cultivo. Uno de los principales objetivos del
estudio de las enfermedades es desarrollar medidas de control de las mismas, para lo
que se aplican una serie de procedimientos con el fin de eliminar o reducir los dafios
y las pérdidas causadas por los patdgenos. La total erradicacion de las enfermedades
no es econdmicamente factible, de tal manera que se debe tratar de minimizar las
pérdidas a través de un manejo integrado, el cual debe comenzar en el campo de

produccién reduciendo el inéculo del patdgeno.

El tratamiento de los cultivos y de las semillas con fungicidas es una préctica
muy utilizada para controlar la incidencia de patégenos en la semilla y disminuir la
micobiota presente y asi lograr mejorar la calidad sanitaria y disminuir la incidencia

de las enfermedades en los ciclos de produccion (Maude, 1996).

Los fungicidas para el tratamiento quimico de semillas actian de forma
diferente y pueden ser divididos en dos grupos, no sistémicos y sistémicos. Los
fungicidas no sistémicos o de contacto son aquellos que tienen una limitada
penetracion en el tejido cuando son aplicados a la superficie de la semilla y
generalmente no se mueven dentro del tejido; su funcion es proteger a la semilla
contra la invasion de hongos del suelo por cortos periodos de tiempo. En paises en via
de desarrollo, casi todas las semillas de maiz, algoddn, sorgo y hortalizas son tratadas
con fungicidas no sistémicos de amplio espectro como Captan y Thiram, para la
proteccion contra hongos transportados en la semilla y del suelo durante la
emergencia en el campo. Estos dos fungicidas se mueven dentro de la cubierta de la
semilla pero no penetran al embrién por lo que son efectivos sobre hongos que se

encuentran en la cubierta de la misma (Miranda, 1981; Maude, 1996).
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Los fungicidas sistémicos son absorbidos por el embrion de la semilla cuando
comienza el proceso de germinacion, se dispersa por toda la plantula controlando los
patdgenos, por lo que pueden prevenir el desarrollo de la enfermedad en tejidos lejos
del sitio de aplicacion; su funcion es principalmente como curativo, erradicante y con
algunas propiedades protectantes. Estos fungicidas tienen la caracteristica de que son
selectivos para grupos taxonoémicos particulares con un estrecho rango de accion y
una relativa facilidad para el desarrollo de resistencia del hongo; controlan
infecciones profundas en las semillas y pueden proteger a las plantulas contra la
infeccion por algunas semanas durante el ciclo del cultivo (Miranda, 1981 y Maude,
1996).

En el tratamiento de semillas se utilizan uno o varios fungicidas elegidos de
acuerdo al rango de organismos que quieren ser controlados. Hay combinaciones de
fungicidas donde se mezclan no sistémicos con sistémicos para lograr la erradicacion
de las esporas superficiales y el micelio de la cubierta de la semilla, para proteccién
de los hongos del suelo, ademas de controlar los patdgenos internos y proteger a la
plantula de las infecciones foliares iniciales causadas por hongos diseminadas por el
viento como mildiu y royas (Maude, 1996).

Wilson et al. (1993) determinaron que la mezcla de protectantes como Thiram,
Metalaxyl o Captan-Thiram y un sistémico de amplio espectro, como Benomyl o
Benzimidazole resulta la formulacion mas efectiva en el tratamiento de semillas para
el establecimiento en campos de maiz. Carvallo et al. (2005) probando la eficiencia
de varios fungicidas en el control de la flora fingica transportada por semillas de
mani, encontraron que los tratamientos que controlaron mayor nimero de colonias de
hongos en el laboratorio fueron Carboxin-Thiram y Carboxin- Thiram + Tolclofos
metil o Carbendazin; ademas llegaron a inhibir totalmente a Aspergillus flavus y
fueron eficientes controlando a A. niger. Pinto (2000a) encontré que los tratamientos
con Thiram + Thiabendazole o Carboxin + Thiram fueron mas eficientes en el control

de F. moniliforme var. subglutinans asociado a la semilla de maiz que Captan,
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Thiram y Thiabendazole solos. En otro trabajo, el mismo autor sefialé que Tolifluanid
+ Carbendazim fue el tratamiento mas eficiente en el control de Fusarium

moniliforme, Aspergillus spp. y Penicillium spp. (Pinto, 2000b)

En el caso del maiz la mayoria de las semillas sembradas en Estados Unidos
son tratadas con una formulacion de Fludioxonil y Mefenoxam o Captan en
combinacion con Metalaxil. Munkvold y O’Mara (2002) probaron la eficacia de los
fungicidas Captan, Difenoconazole, y Fludioxonil sobre seis especies de Fusarium
encontrando que los tres fungicidas logran reducir la colonizacién y la pudricion de
semillas y radiculas en plantulas. Igualmente, determinaron que el Difenoconazole
fue el mas efectivo en la prevencion de la colonizacion de la semilla por este
patdgeno. Yates et al. (2003) comparando la eficacia de Plantpro-45 y Captan en el
control de la pudricion de semillas causada por Fusarium verticillioides no

encontraron diferencias entre ambos fungicidas.

Gonzales (2002) sefiala el tratamiento de semillas con los fungicidas Captan,
Thiram, Metalaxyl o Pentacloronitrobenzeno (PCNB) como medidas de control para
las pudriciones en semillas y plantulas en maiz. Bacon et al. (2001) indican que el
control, prevencién y deteccidn de hongos endofiticos como F. moniliforme es dificil,
ya que los fungicidas convencionales no son efectivos y que la aplicacion de
fungicidas sistémicos en los estados tardios de crecimiento de la planta es imposible

por que la infeccion de la semilla es sistémica.

En pruebas realizadas por Miranda (1981) en el cultivo de la soya para la
produccién de semillas libres de patdgenos se concluyé que el Benomyl aplicado a
los 45 dias y antes de la madurez de cosecha incrementa la productividad, reduce la
infeccion de las semillas y mantiene la viabilidad de las semillas durante la cosecha

tardia.
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En Venezuela el producto comercial mas utilizado en el tratamiento de semillas
es el Carboxin+Thiram, fungicida protector de semillas y plantulas que combina la
accion sistémica del Carboxin con la de contacto del Thiram. Por su accion sistémica
el Carboxin se moviliza de la semilla a la plantula, asegurando un control mas
prolongado y proteccion en las primeras etapas de desarrollo vegetativo. El fungicida
también impide la pudricion y muerte de semillas y plantulas causadas por
Rhizoctonia solani, Fusarium sp., Pythium sp., Bipolaris sp., Sclerotinia sp., hongos
del suelo y ademéas especifico para varias especies del género Ustilago. Otro
fungicida utilizado en la desinfeccion de semillas es el Captan, de accion preventiva y
de contacto, el cual interfiere en el mecanismo de respiracion por lo que inhibe la
geminacion de las esporas y dificulta el crecimiento y desarrollo del micelio. Sirve
para controlar un amplio rango de enfermedades causadas por hongos tales como:

Pythium, Phoma, Rhizoctonia, Botritys, Phytophthora, y Alternaria.

Entre los fungicidas sistémicos recomendados para el tratamiento de semillas
estdn Carboxin, Carbendazim, Myclobutanil y Benomyl. Controlan enfermedades
ocasionadas por hongos imperfectos, Ascomicetos y algunos Basidiomicetos en
semillas de cereales. Son absorbidos a través de raices y hojas, de donde se trasladan
en forma apoplastica (con la transpiracion) y acropétala (del centro a los bordes). Su
accion es preventiva y curativa, controlando a los hongos patégenos antes de su
penetracion en las plantas, o bien cuando la infeccion recién se ha producido. El
Benomyl y el Carbendazim actian impidiendo la formacion del huso acromatico a
nivel de la profase y la culminacion de la division celular, lo que causa la detencion
del crecimiento micelial y division celular; por lo que inhibe el desarrollo de los tubos
germinativos, la formacion de apresorios y el desarrollo del micelio evitando el
establecimiento dentro del tejido, dando asi proteccion a las plantas de posibles

infestaciones.

Myclobutanil, acta inhibiendo la sintesis del ergosterol. EI Benomyl se

transloca por el apoplasto y se acumula en los extremos de las hojas, en ellas el
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movimiento se realiza hacia los bordes (Marsh, 1977). El uso continuo y exclusivo de
Benomyl, puede llegar a seleccionar razas resistentes del hongo y producir controles
deficientes. Por ello, se recomienda establecer un programa de aplicaciones
alternadas o en mezcla con otros fungicidas de diferente modo de accién. Los mejores
resultados se obtienen cuando se aplica al aparecer los primeros sintomas; es decir,
inmediatamente antes o después del primer periodo de infeccion (Agroislefia. 2006).
Decallonne y Meyer (1972) estudiando en el efecto de Benomyl sobre los conidios de
Fusarium oxysporum encontraron que era rapidamente absorbido disminuyendo el

contenido de ARN y en concentraciones elevadas, inhibia la respiracion.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

Para evaluar la eficacia de los fungicidas sistémicos sobre la micobiota de

semilla de maiz se condujo un experimento en laboratorio y uno en campo.

1 Experimento de laboratorio.

Para evaluar el efecto de cinco fungicidas y un testigo sobre la micobiota
presente en semillas del hibrido Himeca 3002 se mezclaron 500g de semillas con las
dosis recomendadas comercialmente (Cuadro 4.1) hasta obtener una cobertura
completa. Las semillas se colocaron en cajas de Petri con PDA, incubandose durante
siete dias a temperatura ambiente (Neergaard, 1977). Para cada tratamiento se
utilizaron cuatro repeticiones de 100 semillas cada una, dispuesta en un disefio
completamente al azar. La micobiota se identificO con base a sus caracteristicas
morfologicas y comparaciones con claves micoldgicas (Booth, 1971; Booth, 1977;
CMlI, 1964; Ellis, 1971 y Sivanesan, 1987).

Cuadro 4.1: Fungicidas y dosis aplicada a semillas de maiz del hibrido Himeca 3002
para el control de la micobiota natural.

Fungicida Nombre comercial Dosis (*)
Carboxin + Thiram Vitavax 200 200 cc
Captan Captan 50 PM 350 ¢
Myclobutanil Rally 40-WP 250 g
Carbendazim Curacarb 500 SC 300 cc
Benomyl Funlate WP 250 g
Testigo Ninguno

(*) Dosis recomendada para 100 kg de semilla

El nimero total de semillas que presentaron uno o mas colonias fue registrado
como micobiota total (MT) y las correspondientes a especies individuales como
micobiota individual (MI). Los resultados fueron expresados en porcentaje y

sometidos a analisis de varianza para disefio completamente al azar. Los promedios
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fueron comparados mediante prueba de Tukey al 5%, utilizando el programa Statistix
8.0.

2 Experimento de campo.

El experimento de campo se llevo a cabo en una finca productora de semillas de
maiz ubicadas en el Valle de Tucutunemo del estado Aragua, en época de lluvia
(abril-agosto, 2007). Dentro del campo, sembrado con el hibrido DANAC-3273, se
marcaron dos parcelas de diez hilos de 50 m de largo cada uno. En la primera parcela,
durante las etapas VT (61 DDS), R2 (75 DDS) y R4 (89 DDS), se hicieron
aspersiones de Benomyl a razén de 250 g/h en cada aplicacion y 15 dias de
separacion entre ellas, respectivamente. La segunda parcela fue el tratamiento testigo

porque no se realizd ninguna aplicacion.

2.1 Incidencia de la micobiota en follaje

La incidencia de enfermedades en follaje fue evaluada en las etapas R2, R4 y
R6 (105 DDS) mediante tres muestreos sistematicos entre hileras y al azar dentro de
la hilera, ubicando 10 puntos por tratamiento. En cada punto de muestreo se
evaluaron 10 plantas, para identificar las enfermedades presentes y su incidencia. Los
datos registrados de incidencia de micobiota en el follaje de las plantas fueron
transformados por la raiz cuadrada y sometidos al analisis de varianza y prueba de
Tukey al 5% utilizando el programa Statistix 8.0.

2.2. Incidencia de la micobiota en las semillas en las etapas de madurez
fisiologica (MAFI o0 R6) y madurez de cosecha (MACO)

Para evaluar la efectividad del fungicida en el control de la micobiota en las

semillas del hibrido DANAC 3273 se realizaron dos muestreos sistematicos al azar de

10 mazorcas por tratamiento en las etapas reproductivas R6, (correspondiente a la
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madurez fisiologica y en lo sucesivo se identificara como MAFI y MACO. Para
determinar el nivel de infeccion de cada mazorca se tomaron 20 semillas al azar,

colocandose en cajas de Petri con PDA siguiendo el protocolo ISTA (1993).

En las etapas de desarrollo MAFI y MACO la incidencia de la MT y MI fueron
registradas y analizadas estadisticamente seglin la prueba no paramétrica Kruskal
Wallis y las medias fueron comparadas con la prueba de rangos promedio de Kruskal-

Wallis, utilizando el programa Statistix 8.0.

2.3. Efecto del tratamiento sobre la germinacion de las semillas

Con el objetivo de determinar si habia algin efecto del fungicida sobre la
germinacion estandar y vigor (velocidad de germinacion), las semillas colectadas en
MACO fueron analizadas en el Laboratorio de semilla del Departamento de
Agronomia en la Facultad de Agronomia de la UCV utilizando el protocolo de la
ISTA (1993). Cuatrocientas semillas muestreadas al azar, divididas en cuatro
repeticiones de 100 semillas para cada uno de los tratamientos fueron sembradas en
cuatro bandejas e incubadas por siete dias en el cuarto de germinacion a temperatura
promedio de 25 £ 2°C y humedad relativa entre 70 y 80%. Se realizaron dos conteos:
el primero a los cuatro dias después de siembra (DDS) y el segundo a los siete DDS,
acorde a lo establecido en ISTA (1993). Como indice de vigor se utiliz6 el porcentaje
de plantulas normales del primer conteo de la prueba de germinacion estandar (cuatro
DDS), segln el protocolo de McDonald (1994).

Los datos de germinacion y vigor fueron sometidos a analisis de varianza

para un disefio completamente al azar y las medias fueron comparadas mediante la

prueba de t para dos muestras independientes utilizando el programa Statistix 8.0.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Experimento de laboratorio

En la evaluacion de la micobiota natural presente en las semillas del hibrido
Himeca 3002 la mayor incidencia fue de los géneros Fusarium y Penicillium y con
menor frecuencia los géneros Aspergillus, Curvularia, Helmintosporium,
Acremonium y Rhizopus por lo que se agruparon en la categoria Otros junto con

aquellos hongos que no formaron estructuras reproductivas.

El andlisis de varianza presentado en el Cuadro 4.2 revelo diferencias
significativas al 0,01% entre los tratamientos, confirmando que los fungicidas
utilizados poseen enormes diferencias de poder fungistatico sobre Fusarium,
Penicillium y Otros géneros de hongos individuales que infectan las semillas del
Himeca 3002.

Cuadro 4.2. Analisis de varianza (valores de F) para un disefio completamente al
azar, del efecto de los fungicidas sobre la incidencia de la MT y M1 en semillas del
hibrido del maiz Himeca 3002.

Fuentes de Valores de F —

variacon MT Fusarium Penicillium Otros™”
Tratamientos 1014,0** 1506,0** 497,0** 12,7**

CV% 3,92 4,73 13,56 52,95

" (P >0,05); * (P <0,05); ** (P <0,01). CV: Coeficiente de variacion
Aspergillus, Curvularia, Helmintosporium, Acremonium, Rhizopus y hongos que no esporularon

El Cuadro 4.3, presenta la separacion de medias de tratamientos fungicidas para
la MT y MI en semillas del hibrido Himeca 3002. En general los tratamientos con
fungicidas disminuyeron la incidencia de la micobiota, lo que presuntamente

resultaria en mejor calidad sanitaria de la semilla.
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Para el testigo de MT el 3% de incidencia registrado para Benomyl demuestra
una alta eficacia comparada con los cuatro restantes. Mientras que el peor fungicida
es el Myclobutanil porque su grado de control es igual al testigo o sea nulo.
Carbendazim muestra un modesto grado de control de MT respecto al Benomyl,

aunque estadisticamente supero al realizado por Carboxin + Thiram y Captan.

El citado cuadro 4.3 también indica que Benomyl controlo totalmente el
inéculo de Fusarium (0% de incidencia) y en muy alto grado al de Penicillium,
(0,25% de incidencia), aunque para Penicillium result6 estadisticamente igual al 1,5%
de Carboxin + Thiram, 3,5% de Carbendazim y 6,0% de Captan. El fungicida
Myclobutanil presentd 95% de semillas infectadas con Penicillium, comparadas con
el 45,5% del Testigo sugiriendo un efecto estimulador del desarrollo del hongo que
de acuerdo a Bollen (1982) estaria presuntamente asociado con grados de resistencia

del patdgeno al fungicida.

Cuadro 4.3. Incidencia promedio (%) de MT y MI en semillas del hibrido de maiz
Himeca 3002, tratadas con cinco fungicidas y un control.

Porcentajes promedios (%)

Fungicida MI
MT Fusarium  Penicillium Otros

Testigo 100,00 a 99,00 a 4550 b 9,00a
Carboxin + Thiram 87,25Db 85,75 b 150 ¢ 3,25 bc
Captan 87,50 b 84,25 b 6,00 ¢ 0,75 bc
Myclobutanil 96,50 a 2,25d 95,00 a 0,00c
Carbendazim 25,00 c 20,50 ¢ 3,50 ¢ 4,75b
Benomyl 3,00d 0,00 e 0,25¢ 2,75 bc

Medias con diferente letra difieren significativamente entre si a P < 0,05.

Para el control de “Otros” hongos, Myclobutanil fue el mejor fungicida (0%),
seqguido de grupo estadisticamente igual formado por Captan (0,75%), Benomyl
(2,75%) y Carboxin + Thiram (3,25%), luego Cabendazim (4,75%) vy el testigo (9%)

con el mayor porcentaje de incidencia estadistico y absoluto.
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El resultado obtenido con Benomyl es semejantes al obtenido por Cappelini et
al. (2005) quien probando ocho fungicidas encontraron que fue el mejor tratamiento
para Fusarium, mientras que Captan no logro controlar a este hongo (Cuadro 4.3).
Pinto (2000a) encontrd que Carboxin + Thiram era mas eficiente que el Captan en el
control de Fusarium. Por otra parte, Goulart (1993), Von Pinho (1995), Galli et al.
(2000) y Alezones y Gonzalez (2009) obtuvieron resultados diferentes a estos con
una mayor eficiencia del Captan que Carboxin + Thiram en el control de Fusarium,
Penicillium y Aspergillus que los otros tratamiento utilizados. Moraes et al. (2003)
obtuvieron como resultado que la mezcla de Captan + Tiabendazol lograba controlar
por encima del 90% a Fusarium. Moraes et al. (2003), Denucci et al. (1990) y
Patricio et al. (1990) citados por Goulart (1993) demostraron la eficacia de Captan y
Carboxin + Thiram para el control Penicillium sp. en semillas de maiz lo que

coincide con los resultados obtenidos en esta investigacion.

2. Experimento de campo

Las aplicaciones foliares a los lotes de produccion de semilla de maiz,
permitieron evaluar la eficacia de Benomyl en el control de la micobiota en follaje y
semillas en etapas de MAFI y MACO, asi como su efecto sobre la calidad de la
semilla estimada por la germinacion estandar de las semillas cosechadas del hibrido
de maiz DANAC 3273.

2.1. Incidencia de la micobiota en follaje
El follaje de los parentales del hibrido presento variada intensidad de la mancha
por Curvularia debida al hongo Curvularia sp. EI Cuadro 4.4 muestra que no habia

diferencias estadisticas entre los tratamiento con y sin fungicidas usados para

controlar esta enfermedad en follaje de plantas ni entre las etapas de desarrollo
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reproductivas (EtapRep), aunque si se presentaron diferencias significativas en la
interaccion de los tratamientos con y sin Benomyl y las EtapRep de las plantas

Cuadro 4.4. Andlisis de varianza (valores de F) para incidencia de Curvularia en

follaje de plantas de maiz de parentales del hibrido DANAC 3273, con y sin

aplicacion de Benomyl durante tres etapas de desarrollo reproductivo (EtapRep) en el

Valle de Tucutunemo, en época de lluvias
Fuente de

variacion Valores de F
Tratamiento 1,36 (0,93) ns
EtapRep 0,91 (1,60) ns
Interaccion 5,87 (5,59)**
CV (%) 32,6 (16,8)®

@- Transformacion v de los valores.
" (P> 0,05); * (p < 0,05); ** (p < 0,01)

El Cuadro 4.5 muestra que independientemente de la diferencia estadistica del
porcentaje de incidencia con y sin aplicaciones de Benomyl, los estrechos rangos de
incidencia sin Benomyl (3,7 y 6,3%) y con Benomyl (5,0 y 6,3) indican la baja
utilidad de aplicar fungicidas en las etapas R4 (pastoso), y MAFI para el control de
Curvularia, porque la interaccion en este patron de comportamiento indica que hay
otros factores que estan afectando lo que coincide con los resultados de Edgingto et
al. (1971), Fajemisin y Okuyemi (1976) y Acosta et al. (2005) quienes encontraron
que el Benomyl no controla al hongo Curvularia.

Cuadro 4.5. Incidencia (%) de Curvularia para la interaccion de tratamientos sin y
con aplicaciones de Benomyl en las etapas de desarrollo reproductivo (EtapRep) de
parentales del DANAC 3273.

Tratamiento EtapRep Incidencia (%)
R2 3,7 b
Sin Benomyl R4 6,3 a
R6 55 a b
R2 6,3 a
Con Benomyl R4 51 a b
R6 50 a b

Medias con diferente letra difieren significativamente entre si a P < 0,05.
R2: Ampolla; R4: Pastoso; R6: Dentado
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2.2 Incidencia de la micobiota en las semillas en etapas de madurez fisiologica
(MAFI) y madurez de cosecha (MACO)

En las semillas cosechadas en las etapas de MAFI y MACO se presentaron con
frecuencia los géneros Fusarium, Penicillium y Aspergillus. También se presentd con
baja incidencia el género Acremonium por lo que fue agrupado en la categoria Otros
junto con los hongos que no desarrollaron estructuras reproductivas. Las especies de
Fusarium identificadas fueron F. verticillioides y F. proliferatum, las de Aspergillus

fueron A. niger y A. flavus.

Al realizar el analisis estadistico para efectos independientes de tratamiento en
las etapas MAFI (Cuadro 4.6) se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos para MT y Fusarium. En MACO las diferencias se detectaron para las
variables Fusarium y Penicillium. Las otras variables no presentaron diferencias
(Cuadro 4.6).

Cuadro 4.6. Analisis de Kruskal -Wallis (Valores de H) para efectos de tratamiento
con y sin Benomyl en las etapas MAFI y MACO del hibrido DANAC 3273.

Fuente de Valores de H
Madurez L - — :
variacion MT  Fusarium Penicillium  Aspergillus  Otros
MAFI  Tratamiento 10.5**  18,9** 3,03ns 0.33ns 2.04ns
MACO  Tratamiento 5.55ns  20.4** 12.0** 1.00ns 0.93ns

" (P> 0,05); * (p < 0,05); ** (p < 0,01)

En el Cuadro 4.7, se presenta la incidencia promedio de la MT y MI para el
efecto de tratamiento con y sin Benomyl en las etapas MAFI y MACO. Al observar la
incidencia de Fusarium en las dos etapas se encontr6 que hubo un efecto del
tratamiento al presentarse menor incidencia en las semillas provenientes de plantas
tratadas. Este efecto se refleja en la MT. Sin embargo se mantiene la mayor
incidencia de micobiota en MACO con relacién a la etapa MAFI tal como fue

demostrado en el capitulo uno.
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Cuadro 4.7. Incidencia promedio (%) de MT y Ml para efecto de tratamiento con y
sin Benomyl en las etapas MAFI y MACO del hibrido DANAC 3273

Madurez TRAT MT Fusarium  Penicillium  Aspergillus  Otros

MAFI SIN 25,00 a 23,50 a 0,00 a 0,50a 1,00a
CON 1250 b 8,00 b 1,50 a 1,00a 3,00a
SIN 99,00 a 85,00 a 28,50 b 0,00 a 3,50a
MACO
CON 9500a 66,00 b 45,00 a 0,50 a 5,50 a

Medias con diferente letra difieren significativamente entre si a P < 0,05.

El Cuadro 4.7 muestra que en la etapa MAFI, la incidencia de Penicillium,
Aspergillus y Otros hongos fue estadisticamente igual en los tratamientos con y sin
Benomyl. En MACO si se presentaron diferencias significativas para el hongo
Penicillium, siendo la incidencia mayor en las semillas de plantas tratadas que en las
no tratadas. Como consecuencia la MT no presenta diferencias significativas entre las

semillas de plantas tratadas y no tratadas.

Miranda (1981) realizando pruebas en el cultivo de la soya para la produccion
de semillas libres de patdgenos concluyd que el Benomyl, aplicado antes de los 45
DDS y antes de la MACO, reduce la infeccion y mantiene la viabilidad de las

semillas durante la cosecha y posterior a MACO.

Mycock (1990) observo una disminucion de la incidencia de la micobiota en las
semillas aplicando Benomyl a intervalos regulares durante todo el ciclo de la planta,
encontrd un efecto transitorio sobre Fusarium y Aspergillus flavus var. columnaris y
ningun efecto sobre Penicillium. Fusarium y Aspergillus aumentaron en la planta con
una ligera disminucion de la incidencia después de cada aplicacion. Aspergillus se
mantuvo en un nivel bajo pero constante en todos los tejidos llegando a aislarse de

semillas maduras.

Casa et al. (2007) aplicando fungicidas sistémico en distintas etapas de

desarrollo de la planta de trigo para controlar Fusarium graminearum determinaron

91



que aplicaciones desde el inicio de la floracion reducen significativamente la

infeccién en semillas.

Los resultados obtenidos por estos investigadores pueden compararse con los
obtenidos en esta investigacion ya que se obtuvo una disminucidn significativa de la

incidencia de Fusarium la cual fue mayor en MAFI.

2.3. Efecto del tratamiento sobre la germinacion de las semillas

En el Cuadro 4.8 se presentan los valores de F del andlisis de varianza para el
efecto de los tratamientos con y sin Benomyl sobre la germinacion estandar y el vigor
de las semillas obtenidas en MACO. No se detectaron diferencias significativas entre

los tratamientos para ninguna de las dos variables.

Cuadro 4.8. Analisis de varianza (Valores de F) para efecto de tratamientos con y sin
Benomyl sobre el vigor y la germinacion de las semillas del hibrido DANAC 3273

Fuentes de Valores de F
variacion Germinacion Vigor
Tratamiento 0,01™ 0,14"
CV % 3,09 4,04

" (P >0,05); * (P < 0,05); ** (P <0,01). CV: Coeficiente de variacion

Los porcentajes de germinacion que se obtuvieron (Cuadro 4.9) son superiores
al valor minimo requerido en las normas de certificacion (MAC, 1961) por lo que se
considera que los lotes de semilla de los dos tratamientos presentaronn un buen

potencial de germinacion

Cuadro 4.9: Porcentaje promedio de germinacion y vigor de semilla del hibrido
DANAC 3273, al tratamiento con Benomyl

Tratamiento Germinacién Vigor
Sin fungicida 94.00 a 92,75 a
Con fungicida 94.25a 91.75a

Medias con diferente letra difieren significativamente entre si a P < 0,05
Germinacién (% de germinacion a los 7 dias). Vigor (% germinacion a los 4 dias)
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Benomyl fue el fungicida méas eficaz como tratamiento de semilla de maiz

para el control presiembra de in6culo de micobiota.

2. Benomyl aplicado al follaje reduce significativamente el indculo de Fusarium

en semillas maduras de maiz en la etapa precosecha.
3. Se recomienda evaluar nuevos fungicidas en dosis y cronogramas de

aplicacion  presiembra y foliares para definir estrategias de control de
micobiota que mejoren significativamente la calidad sanitaria de la SCM.

93



VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACOSTA, M.; Y. ALVARADO; M. CRUZ; M. LEIVA y L. DELGADO. 2005.
Micobiota epifita y contaminantes fungosos del establecimiento in vitro de
Eucalyptus grandis. Manejo Integrado de Plagas Agroecoldgicas, 75, 60-63.

AGROISLENA. 2006. Productos: Agroquimicos/ fungicidas. (En linea). Consultada
el 20-09-06. Disponible en http://www.agroislena.com/productos/

ALEZONES, J. y A. GONZALEZ. 2009. Efecto de diferentes fungicidas sobre la
incidencia de Fusarium verticillioides en semillas de un hibrido de maiz de
grano blanco. Fitopatol. Venez. 22: 31-32

BACON C W.; E, IDA; YATES; D. M. HINTON, y F. MEREDITH. 2001.
Biological Control of Fusarium moniliforme in Maize. Environmental Health
Perspectives, 109(2): 325-332.

BOLLEN, G.J. 1982. Fungicide resistance and microbial balance. En: Dekker, J., and
Georgopoulos, S. G. 1982. Fungicide resistance in crop protection. Centre for
Agricultural Publishing and Documentation (Pudoc).

BOOTH, C. 1971. The genus Fusarium. Kew, Surrey, England, Commonwealth
Mycologicals Institute. 237 p.

BOOTH, C. 1977. Fusarium Laboratory Guide to The Identification of the Major
Species.. Kew, Surrey, England, Commonwealth Mycologicasl Institute. 58 p.

CAPPELINI, L. T. D.; PANIZZI, R. DE C.; R. D.VIEIRA y J. A. GALLI. 2005.
Effect of Fusarium moniliforme on the quality of maize seeds. Cientifica,
Jaboticabal, v.33, n.2, p. 185-191.

CASA, R. T.; A. BOGO; E. N. MOREIRA y P. R. KUHNEM JUNIOR. 2007. Epoca
de aplicacdo e desempenho de fungicidas no controle da giberela em
trigo. Cienc. Rural [online]. 37, (6) 1558-1563.

CAVALLO, A.R.; R.J. NOVO y M. A. PEREZ. 2005. Eficiencia de fungicidas en
el control de la flora flngica transportada por semillas de mani (Arachis
hypogaea L.) en la Argentina. Agriscientia, 22(1).

CEROVICH, M. y F. MIRANDA. 2001. Sanidad de semillas: componente basico
de la calidad de semilla. En Curso de Patologia de Semillas. XVII Congreso de
Fitopatologia de Semillas. Maracay, Ven. Universidad Central. Facultad de
Agronomia. 17 pp

94


http://www.agroislena.com/productos/

COMMONWEALTH MYCOLOGICAL INSTITUTE (CMI) 1964. Gibberella
fujikuroi. Descriptions of pathogenic fungi and bacteria. Set. 3 No 22 Kew,
Surrey, England

DA SILVA, L. 2005. Deteccion, identificacion, ubicacion y transmision de especies
de Fusarium en semillas de maiz (Zea mays L.) Tesis Magister Scientiarum en
Agronomia. UCV- Maracay. VE. 94 p.

DECALLONNE J. R. y J. A. MEYER. 1972. Effect of Benomyl on spores of
Fusarium oxysporum Phytochemistry 11( 7): 2155-2160

DIAZ, J. 2006. Caracteristicas dimensionales y colorimétricas de cultivares
comerciales de maiz con fines de procesamiento agroindustrial. Tesis de
Maestria. Universidad Central de Venezuela, Facultad de Agronomia, 145 pp.

DIAZ, J. F. MIRANDA, M. CEROVICH y R FIGUEROA. 2007. Incidencia de
Fusarium verticillioides en semillas certificadas de maiz producidas en la
region central de Venezuela. XX Congreso Nacional de Fitopatologia.

EDGINGTO. LV; K. L KHEW y G. L. BARRON. 1971. Fungitoxic spectrum of
benzimidazole compounds. Phytopathology, 61(1), 42.

ELLIS, M:B. 1971. Dematiaceous Hyphomycetes, Commonwealth Mycological
Institute. Kew, Surrey, England,

FAJEMISIN, J. M., y O. OKUYEMI. 1976. Fungicidal Control of Curvularia Leaf
Spot of Maize. PANS, 22(2), 234-238.

GALLI, J. A;; S. A. FESSEL; R. SADER; R. D. C. PANIZZl y P. R. R COSTA.
2000. Influéncia do tratamento quimico na populagédo de fungos, na germinacao
e no vigor de sementes de milho. Revista Brasileira de Sementes,
Brasilia, 22(2), 245-249.

GONZALEZ N., M. S. 2002. Control de enfermedades del maiz en Venezuela.
Memorias de las 1™ jornadas de actualizacion de manejo integrado de
artropodos y enfermedades plagas. Asociacién de estudiantes de Fitotecnia.
UCV. Maracay. VE. 1 disco compacto, 8 mm.

GOULART, A. C. P. 1993. Tratamento de sementes de milho (Zea mays L.) com
fungicidas. Revista Brasileira de Sementes, 15(2), 165-169.

KHOSRAVI, A. R.; M. MANSOURI; A. R. BAHONAR y H. SHOKRI. 2007.

Mycoflora of maize harvested from Iran and imported maize. Pakistan journal
of biological sciences: PJBS, 10(24), 4432-4437.

95



INTERNATIONAL SEED TESTING ASSOCIATION (ISTA). 1993. International
Rules for Seed Testing. Seed science and Tecnhology. Supplement 21. 288 p.

MALAGUTI, G. 2000. Enfermedades del maiz en Venezuela. In: EI maiz en
Venezuela. H. Fontana y C. Gonzalez (Compiladores). Fundacion Polar. p
363-405

MARSH, R. W. (ed.). 1977. Systemic fungicides, 2 ed. Longman. Group Ltd.:
Edinburgh. Page 401

MAUDE, R. B. 1996. Seed borne diseases and their control: principles and practice.
CAB international.

MAZZANI, C. y O. BORGES. 1993. Fusarium moniliforme, importante especie de
hongo en granos de maiz (Zea mays L.) en Venezuela. Memoria XI1I Congreso
Venezolano de Fitopatologia

MAZZANI, C., O. BORGES, O. LUZON, V. BARRIENTOS y P. QUIJADA 2000.
Fusarium moniliforme, fumonisinas y Aspergillus flavus en granos de hibridos
de maiz en el Estado Guarico, Venezuela. Rev. Fac. Agron. (LUZ). 17: 185-195

MAZZANI, C.; O. BORGES, O. LUZON, V. BARRIENTOS y P. QUIJADA. 2001.
Occurrence of fusarium moniliforme and fumonisinas in kernels of maize
hybrids in Venezuela. Brazilian Journal of Microbiology 32:345-349

MCDONALD, M. 1994. Seed germination and seedling establishment. In: Bennett,
B., Sinclair y P. Sen: Physiology and Determination of Crop Yield. America
Society of Agronomy, Crop Science Society of America and Soil Science
Society of America. Madison, US.

MCGEE, D.C. 1988. Maize diseases. A reference source for seed technologists. St.
Paul, Minnesota, US. P. 149.

MIRANDA, F. M. 1981. Chemical and biological protection of soybean (Glycine
max. (L.) Merrill) seed. Dissertation Miss. State Univ., Miss State, MS.
us

MORAES, M.H.D.; J.O.M. MENTEN; J. C. GRAVENA y C.A. ALVES. 2003.
Controle quimico de Fusarium moniliforme em sementes de milho:
metodologia de avaliacdo e efeitos sobre a qualidade fisioldgica. Fitopatologia
Brasileira 28:626-632.

MUNKVOLD, G. P, y J. K. OMARA. 2002. Laboratory and growth chamber

evaluation of fungicidal seed treatments for maize seedling blight caused by
Fusarium species. Plant disease, 86(2), 143-150.

96



MYCOCK, D. J. 1990. A study of some of the inter-relationships between maize and
the seed storage fungi as typified by Aspergillus flavus var. columnaris.
University of Natal. 482 paginas

NEERGAARD, P. 1977. Seed Pathology Vol 1 and 2. MacMillan Press, London.

PINTO, N. F. J. A. 2000a. Tratamento fungicida de sementes de milho contra fungos
do solo e o controle de Fusarium asociado as sementes. Scientia agricola 57
(3):483-486.

PINTO, N. F. J. A. 2000b. Evaluation of the efficiency of the fungicides tolylfluanid
and tolylfluanid + carbendazim in the treatment of corn seeds. Ciéncia e
Agrotecnologia 2000 Vol. 24 No. 2 pp. 500-503

RONDON, M., M. CHAVARRI, A. CAPOBIANCO y C. MAZZANI. 2011. Mohos
asociados al maiz blanco (Zea mays) de cosecha procedente del estados
Guarico. Sociedad Venezolana de fitopatologia. XXII congreso venezolano de
fitopatologia. Trujillo, 08 al 11 de noviembre de 2011. Resimenes. Fitopatol.
Venez. 24 (2): 65

SIVANESAN, A.1987. Graminicolous species of bipolares, curvularia, drechslera,
exserohilum and their Teleomorphs. Mycological Papers, No 158. C.A.B.
International Mycological Institute. 261 p.

VON PINHO, E.V.R. 1995.Efeitos do tratamento fungicida sobre a qualidade
sanitaria e fisiologica de sementes de milho (Zea mays L.). Revista Brasileira
de Sementes 17:23-28.

WILSON, D. O.; S. K. MOHAN; E. A. KNOTT y B. SHAFII. 1993. Evaluation of
Fungicide Seed Treatments for Shrunken-2 (“Supersweet”) Sweet Corn. D. O.
Plant Dis. 77:348-351.

YATES, I. E;; J. W. ARNOLD; D. M. HINTON; W. BASINGER y R. R.

WALCOTT. 2003. Fusarium verticillioides induction of maize seed rot and its
control.Canadian journal of botany, 81(5), 422-428.

97


http://www.cabdirect.org/search.html?q=do%3A%22Ci%C3%AAncia+e+Agrotecnologia%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=do%3A%22Ci%C3%AAncia+e+Agrotecnologia%22

CAPITULO V

Influencia potencial de la distribucion de semilla de hibridos de maiz portadora
de micobiota transmisible, sobre la sostenibilidad del actual sistema de
certificacion de semillas.

El mejoramiento genético y uso de semilla certificada de maiz (SCM) han
contribuido al incremento de la productividad del cultivo, pero la produccion de
semillas en zonas tradicionales presenta problemas agronémicos y sanitarios que
requieren solucion. Para estimar mediante un analisis critico la influencia potencial de
la distribuciéon de semilla de hibridos de maiz portadora de micobiota transmisible
sobre la sostenibilidad del actual sistema de certificacion de semillas se utilizaron los
resultados de los capitulos | 11 y 11l de este trabajo, y los de la encuesta para actores
del sistema de produccion de SCM registrados en SENASEM, analizada por el
método de distribucion de frecuencias. Los cuadros 1.2 y 1.4 del capitulo I; 2.2y 2.3
del capitulo 11 'y 3.2 del capitulo Il, respectivamente, muestran semilla de maiz con
alta incidencia de siete patdgenos de alto poder epidemiolégico en semilla genética de
los parentales de los hibridos; suelos de las dos localidades y épocas de siembra;
follaje del cultivo, estructuras reproductivas y en semillas durante la madurez
fisiolégica (MAFI) y de campo (MACO). Contrario a lo esperado, toda la semilla
cosechada mostro excelentes porcentaje de germinacion y vigor demostrando que los
problemas de calidad sanitaria encontrados no afectaron la calidad fisioldgica de la
SCM exigidos por SENASEM para su certificacion. La encuesta realizada destaco
que los productores de SCM tienen excelente preparacion técnica y experticia; las
inspecciones de campo y comercializacion no garantizan semilla libre de patdgenos
porque no se realizan andlisis sanitarios rutinarios; hacen falta nuevos protocolos para
evaluar la calidad sanitaria en términos de enfermedades, insectos y malezas. Se
concluyé que la calidad sanitaria de la SCM producida en Aragua es consecuencia del
indculo potencial presente en las semillas de los parentales de los hibridos utilizados
en los suelos y ambiente de las localidades de produccion, en el follaje y estructuras
reproductivas del cultivo en desarrollo y en las semillas cosechadas en MAFI y
MACO. La alta incidencia de la micobiota encontrada no afecto la calidad fisioldgica
de la SCM ni la potencial aprobacion por el SENASEM; la sostenibilidad del sistema
de certificacion de semilla de maiz depende de la implementacién de innovaciones
tecnoldgicas, institucionales y legales para mitigar el impacto ambiental sobre los
sistemas de produccion y mejoramiento de la calidad integral. Las recomendaciones
fueron: realizar investigaciones complementarias para la caracterizacion adicional del
riesgo ambiental y epidemioldgico de la MI en otras zonas de produccion de SCM;
modernizar tecnoldgica, legal y operativamente el sistema de produccién de SCM
para asegurar la produccion, distribucion y uso de SCM con superior calidad genética
y sanitaria, en consonancia con la sostenibilidad ambiental requerida.

Palabras clave: Semilla de maiz. Calidad sanitaria. Certificacion, Sostenibilidad.

98



I. INTRODUCCION

El mejoramiento genético y uso de semilla certificada de maiz (SCM) han
contribuido con incrementos importantes de la productividad del cultivo de maiz
(Segovia. y Alfaro, 2009; Vielma, 2003; Oropeza et al., 2000). En este contexto, el
sistema de produccion, comercializacion y uso de SCM durante el periodo 1961-
2005 consistio en la produccion y disponibilidad de semilla de variedades e hibridos

nacionales.

La mayor superficie de produccién de SCM se ubica en la region central,
principalmente en el estado Aragua y, en menor escala, en Guarico y Carabobo.
Existen también pequefias superficies de produccién en los estados Monagas Yy
Portuguesa (Oropeza y Mazzani, 1997; SENASEM-INIA, 2014). Sin embargo, desde
2006, predomina el uso de semilla importada para la siembra nacional de maiz.
(Alvarado y Hernandez, 2009 y SENASEM-INIA, 2014),

La siembra se realiza principalmente en el periodo de lluvias, entre abril y
septiembre, complementadas con siembras de norte—verano entre octubre y marzo. El
sector privado de semillas estad conformado por empresas que realizan todas las fases
del proceso de certificacion desde la produccion hasta la venta del producto. El sector
publico estd conformado por el Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas
(INIA) quien produce semilla a través del Plan Nacional de semillas y el Servicio
Nacional de Semillas (SENASEM) INIA que es la autoridad nacional de semilla
encargada de verificar la calidad genética, fisica, fisioldgica y fitosanitaria, mediante
las normas y reglamento de Certificacion y Analisis de Calidad de Semillas a nivel

nacional.
La gestion combinada del sector privado de semillas y el SENASEM, debe

asegurar el control de la calidad del proceso de certificacion desde la fase de pre

produccion hasta la venta del producto. Asi se asegura al usuario que la SCM
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adquirida mantiene los factores de calidad genética, fisioldgica, fisica y sanitaria
establecidos en la legislacion nacional. Sin embargo, esta bien documentado que la
produccién de SCM durante largos periodos en las zonas tradicionales conlleva
problemas agrondémicos y sanitarios derivados del uso de siembras uniformes
exigidos por el programa de seleccion negativa de plantas que demanda el sistema de
control de calidad para la certificacion de semillas (Cerovich y Miranda, 2001;
Miranda y Cerovich, 2001).

En este contexto, surgen las debilidades de la legislacion nacional de semillas
porque, segun Rodriguez (1968), los analisis fitopatoldgicos de semillas tienen una
importancia fundamental ya que los lotes de semillas puede ser portadores de
fitopatdgenos capaces de poner en peligro la cosecha; ademas, Cerovich y Miranda
(2001) sostienen que en Venezuela la evaluacion de la calidad sanitaria de la semilla
es insuficiente para certificar su calidad sanitaria, porque se basa en la inspeccion
ocular de campo sin exigir los analisis sanitarios en campo o laboratorio como
requisitos para emitir la certificacion formal. Estas opiniones destacan que la
incidencia de organismos patdégenos en la semilla no estd siendo considerada
adecuadamente, lo cual es preocupante para la salud, la sostenibilidad ambiental y

econdmica del sistema nacional de certificacion de semillas.

El conocimiento de la micobiota de las semillas y la caracterizacion de sus
efectos para la calidad integral de las mismas, permitirian definir estrategias de
prevencion y control de la contaminacion en los sucesivos ciclos de sistema de
produccion de SCM vy otros cultivos. El objetivo de este capitulo fue “estimar
mediante un analisis critico la influencia potencial de la distribucion de semilla de
hibridos de maiz portadora de micobiota transmisible, sobre la sostenibilidad del

actual sistema de certificacion de semillas™
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Il. REVISION DE LITERATURA

En Venezuela, el mejoramiento genetico y uso de semilla certificada de maiz
(SCM) han contribuido al incremento sostenido de la productividad del cultivo, pero
la produccion de semillas en zonas tradicionales presenta problemas agronémicos y
sanitarios que requieren solucion. (Oropeza et al., 2000; Cerovich y Miranda, 2001;
Miranda y Cerovich, 2001; Cabrera y Garcia, 2003 y Miranda, 2014).

1. Desarrollo del cultivo y la produccion de semilla certificada de maiz en

Venezuela.

En relacion al desarrollo del cultivo de maiz en el pais, Oropeza y Mazzani.
(1997) y Cabrera y Garcia (2003), citan que diversas instituciones cientificas y
tecnoldgicas, publicas y privadas, contribuyeron en la generacion, desarrollo y
transferencia de maices blancos y amarillos con caracteristicas morfologicas y
agrondémicas favorables para su procesamiento agroindustrial como alimento
importante en la alimentacion de la poblacién venezolana. Estos autores también
coinciden en la necesidad de resolver los problemas asociados a los sistemas de
manejo agronémico, sanitario y de zonificacién del cultivo para optimizar la
productividad de los sistemas de produccion de semillas y granos. En cuanto a la
tendencia al desplazamiento de cultivares nacionales por foraneos, Cabrera y Garcia
(2003) opinan que ello refleja la opinién de medianos y grandes productores, porque
consideran que los cultivares foraneos poseen mayor potencial de rendimiento y

calidad que los hibridos y variedades de origen nacional.

La modernizacion del sistema de produccion de maiz en Venezuela estuvo
orientada por las politicas sectoriales de sustitucion de importaciones (1961-1983),
contingentamiento (1984-1988), apertura total (1989-1993) y apertura equilibrada a
partir de 1994 (Miranda, 1996). Esta politica estimulo el desarrollo de hibridos

nacionales de maiz y la produccion de semilla hibrida certificada para el 95% del area
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total del cultivo sembrada por campesinos, medianos y grandes productores.
(Oropeza y Mazzani, 1997; Cerovich y Miranda, 2001; Cabrera y Garcia, 2003;
Miranda, 1996 y 2014; Vielma et al., 2005). Aspecto importante fue Ila
implementacion del sistema de certificacion de semilla para promover la produccion
y uso de semilla certificada de maiz (SCM) y otros cultivos desarrollados por los
proyectos de mejoramiento genético del Centro Nacional de Investigaciones
Agronomicas hoy CENIAP del INIA (Miranda, 1996). El Servicio Nacional de
Semillas (SENASEM), adscrito al Ministerio de Agricultura y Cria (hoy MPPMAT),
fue designado como la Autoridad Certificadora responsable por el cumplimiento de
los requisitos de calidad genética, fisica, fisioldgica y sanitaria, establecidos en las
“Normas para la certificacion de arroz, ajonjoli, caraota, frijol y maiz”, (MAC-INV-
71, 1961) y las “Normas generales sobre semillas” (CMAC- DGDA 159) (MAC,
1986).

De acuerdo a Miranda y Urdaneta (2014a) y Riccelli (1994, citado por Vielma
et al., 2005), las politicas de promocién al desarrollo semillerista condujeron a la
implementacion de un “Sistema de abastecimiento de semilla certificada”
(SIABSEM) que, apoyado en la proactividad e inversiones del sector privado
nacional de semilla, garantizaria la consolidacion y sostenibilidad del SIABSEM.
Afaden estos autores que la concertacion entre empresas, asociaciones, gremios e
instituciones oficiales y privados de investigacion, comercializacion y uso de la
tecnologia de semillas facilito la construccion de una solida Agroindustria Nacional
de Semilla (ANS) que fortaleci6 el SIABSEM nacional y lidero en América Latina la
incorporacion del sector campesino como productor y usuario de semilla certificada

de maices hibridos.

En 1995 el SENASEM fue transformado para ampliar su misién y modernizar
sus bases legales, organizativas y operativas para fortalecer el abastecimiento de
semillas para el sistema agroalimentario interno y para insertarnos en la expansion del

comercio regional de semillas, basados en nuestras ventajas comparativas y
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competitivas para producir, procesar y comercializar semilla de alta calidad durante
todo el afio. Un cambio de gran trascendencia representa la proxima emision de
Certificados de Proteccion de Cultivares amparado en la vigencia del Régimen
Comun Subregional para la Proteccion de los Derechos de Obtentores de Variedades
Vegetales, segun la Decision 345 de la Junta del Acuerdo de Cartagena, publicada en
la Gaceta Oficial Extraordinaria N° 4676 del 18-01-94, con caracter de Ley

Supranacional.

En la ANS actual participan 624 actores (98,5% privados y 1,5% publicos)
acreditados por SENASEM en las especialidades de fitomejoramiento, produccion,
acondicionamiento y servicios técnicos del sistema nacional de certificacion de
semillas. (SENASEM-INIA, 2014; Miranda y Urdaneta, 2014a).

La mayor superficie de produccion de SCM se concentra en la regién central,
principalmente en el estado Aragua, con menor escala en Guarico y Carabobo y
pequefias superficies en Monagas y Portuguesa. La época de produccién de semilla
certificada de maiz comprende dos ciclos de siembra: lluvias entre los meses de
marzo y septiembre y norte-verano entre los meses de octubre y marzo, aprovechando
la capacidad de riego de las fincas y la disponibilidad de las plantas procesadoras. La
industria de semilla en la regién central contribuye a la produccién de semilla
certificada de maiz en un 90 %. (Miranda 1996; Oropeza et al., 2000).

Miranda y Urdaneta (2014a), en su “Analisis de la contribucion del sector
privado de semillas al desarrollo y sostenibilidad del Sistema de abastecimiento de
semillas de Venezuela (SIABSEM) sustentan que la produccién de semilla certificada
de maiz entre el periodo 1986 al 1997 abastecia la demanda total para la siembra del
cultivo, con 90 % de semilla de hibridos puablicos y privados nacionales,

mayoritariamente sembrados en Aragua y otros estados de la region central del pais.
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Las estadisticas oficiales de la produccion de semilla certificada de maiz (SCM)
durante el periodo 1961 — 2013 muestran una clara autosuficiencia nacional hasta
1993 (Miranda, 1996), y de acuerdo a Flores (2004) la sensible reduccion de SCM
entre 1994 y 1997 se explica porque en el programa de SCM de la Region Central se
produjeron 12.965 t., en 3262 ha. con 295 multiplicadores contratados por 7 empresas
nacionales y 3 multinacionales. Adicionalmente, esta autora confirma que la
produccién de SCM entre 1998 y 2004 continda su reduccion, hasta 4.556 t en el
2000; luego durante el lapso 2005-2009 aumenta entre 8.878 t. y 13.392 t, y

desciende drasticamente hasta 3. 087 t. en 2013.

Entre las causas del creciente desabastecimiento de SCM descrito destacan:
errores del MAT, INIA y SENASEM en la rectoria, supervision y operacion,
respectivamente del Plan Nacional de Semillas (PNS) excluyente de la tradicional
participacion de las empresas asociadas a la ANS; sustitucion improvisada de
hibridos por variedades de polinizacion abierta insuficientemente caracterizadas, cuya
consecuencia fue notable reduccion de la produccion de SCM de las empresas
nacionales asociadas a la Camara Nacional de Productores de Semilla
(CANAPROSE); incorporacion de nuevos actores sin la capacitacion adecuada para
producir SCM, discrecionalidad del SENASEM en la aplicacion de las normas para
produccién de SCM y apoyo discrecional a las empresas transnacionales para la
importacion de SCM, en competencia desventajosa para las empresas asociadas a la
ANS.

El creciente déficit citado por Segovia y Alfaro (2009), fue parcialmente
cubierto con semilla importada de las empresas transnacionales, presumiblemente por
su presunta alta tecnologia genética y calidad de semilla y por semilla fiscalizada de
variedades de polinizacion abierta supervisado por el Plan Nacional de Semillas

(PNS) del INIA, para uso de pequefios agricultores asociados a dicho Plan.
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2. Situacion actual y perspectivas del sistema de certificacion de semillas de

maiz en Venezuela.

De acuerdo a Miranda (2014) y Miranda y Urdaneta (2014b) , el actual Sistema
de certificacion de semillas de Venezuela es altamente vulnerable porque las
decisiones legales y operativas se basan en los instrumentos sublegales titulados
“Normas Especificas para la Certificacion de Semillas en Venezuela” MAC-INV-71
(1961) y las “Normas Generales sobre Semillas”, MAC. DGSDA- 159 (1986), porque
la “Ley de Semillas, Materiales para la Reproduccién Animal e Insumos Bioldgicos”,
promulgada por la Asamblea Nacional en 2002, nunca ha sido aplicada por errores de

forma y fondo en su articulado.

Segun los investigadores Cerovich y Miranda (2001), Miranda y Cerovich
(2001 y 2004), y Urdaneta (2006), las tolerancias establecidas en las Normas INV- 71
(1961) para evaluar la calidad sanitaria de la semilla certificada de maiz, arroz y otros
cultivos, son inaplicables porque se sustentan en estimaciones subjetivas durante la
inspecciones de campo, al margen de protocolos técnicos y analisis de laboratorio que
orienten las decisiones al respecto.

La presencia de la micobiota en la semilla constituye un factor de deterioro de
la semilla porque es un vehiculo efectivo para la diseminacion de inéculo patogénico
e introduccién de enfermedades en nuevas areas o regiones de produccion de semillas
(Christensen y Kaufmann, 1965; ISTA, 1996; Miranda, 1977 y 1981; Cerovich y
Miranda, 2001,). La existencia de patdgenos transmitidos por semilla en el cultivo sin
producir sintomas que pueden infectar las semillas en desarrollo acarrean la necesidad
de realizar analisis sanitarios de laboratorio. Ejemplo de ello es el Fusarium
verticillioides que puede ser transmitido por la semilla y producir la infeccion
asintomatica de la planta hasta llegar a infectar las nuevas semillas (Munkvold et al.,
1997; Wilke et al., 2007).
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Finalmente, Miranda (2014) al analizar la situacion actual y perspectivas del
sistema de certificacion de semillas de maiz en Venezuela concluye que “el actual
modelo del SIABSEM confronta debilidades tecnoldgicas, operativas y legales que
justifican la creacion e implantacion de un moderno sistema de produccion vy
certificacion de semillas, apoyado en nuevo marco legal de semillas que incluya: Una
“Ley de abastecimiento de semilla y proteccion de cultivares” que segun criterios
propuestos por Miranda y Urdaneta (2014b), actualice los sistemas de produccion de
semilla Certificada, Fiscalizada y Comun, e incorpore la proteccion intelectual de

nuevos cultivares, en concordancia con el articulado propuesto en dicha ley.

3. Calidad sanitaria y sostenibilidad del sistema de certificacion de semillas de

maiz.

De acuerdo a los investigadores Miranda y Cerovich (2001 y 2004), Cerovich y
Miranda (2001) la produccion de SCM durante largos periodos en zonas tradicionales
genera problemas agronémicos y sanitarios, porque el sistema de control de calidad
en la certificacion de semillas utiliza protocolos de seleccion negativa de plantas para
garantizar las poblaciones uniformes de plantas de maiz exigidos por las normas de

certificacion.

En este contexto, surgen las debilidades de la legislacion nacional de semillas
porque Rodriguez. L (1968), concluia que los analisis fitopatologicos de semillas
tienen una importancia fundamental porque los lotes de semillas pueden ser
portadores de fitopatdgenos capaces de poner en peligro la cosecha. Tal opinion es
apoyada por Miranda y Cerovich (2001 y 2004), Urdaneta (2006) y Miranda (2014)
al informar que la evaluacion de la calidad sanitaria de la semilla de maiz, arroz y
otros cultivos en Venezuela es insuficiente para certificar su calidad sanitaria, porque
se basa en la inspeccion ocular de campo sin exigir los analisis sanitarios en campo o

laboratorio como requisitos para emitir la certificacion formal. Estas opiniones
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destacan que la incidencia de organismos patdgenos en la semilla es considerada
inadecuadamente, lo cual es preocupante para la sanidad vegetal y la sostenibilidad

ambiental y econdmica del sistema nacional de certificacion de semillas.

Respecto al criterio generalmente aceptado, que la presencia de la micobiota en
la semilla constituye un factor de deterioro de su calidad es retado por las
investigaciones de Miranda en semilla (1977 y 1981), Urdaneta (2006) y Diaz et al.
(2007) en semillas de soya, arroz y maiz, respectivamente, porque aun cuando los
lotes de semillas evaluados mostraban altos porcentajes de incidencia de micobiota
patogénica, las semillas tenian muy buena germinacion y vigor demostrativos de una
excelente calidad fisiologica. Estas investigaciones confirman que probablemente su
principal papel en la semilla seria como vehiculo eficaz para la diseminacion de
indculo patogénico e introduccion de enfermedades en nuevas areas o regiones de
produccion de semillas, tal como lo refieren Christensen y Kaufmann (1965),
Miranda (1977), Cerovich y Miranda (2001).

Resultados en apoyo a este enfoque son aportados por Diaz (2006), quien
trabajando con semilla certificada de maiz producida por tres empresas del estado
Aragua comprobd niveles de incidencia de Fusarium verticillioides entre 6 y 78%
para todos los tamafios de SCM procesados. La calidad fisioldgica de esos lotes
contaminados con micobiota fue excelente porque sus porcentajes de germinacion
superaron ampliamente el 88% exigido por el SENASEM para su aprobacion como

SCM, ademaés de presentar altos valores de vigor de semilla.

Complementariamente, Miranda y Cerovich (2004) y Urdaneta (2006),
encontraron que la calidad sanitaria de la semilla certificada de arroz (SCA) de
Venezuela confronta similares problemas que la SCM. Para ello, estos investigadores
caracterizaron las calidades sanitarias y fisioldgicas de 48 lotes de SCA producidas en
Portuguesa y Guarico, encontrando una micobiota de 10 géneros patogénicos del

arroz, seis de ellos (Bipolaris oryzae, Gerlachia oryzae, Alternaria padwickii,
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Fusarium sp., Aspergillus sp., y Cladosporium sp.) asociados al manchado de granos
y semillas en arroz y los restantes, relacionados con la “mancha marrén en hojas y
granos 7 y “escaldado apical de la hoja”, enfermedades confirmadas como
transmisibles por semilla. Aun cuando los porcentajes de incidencia variaron entre 2 y
100% en los lotes evaluados sus porcentajes de germinacion minimos superaron el

90% con altos porcentajes de vigor.

También se ha reportado la existencia de patdogenos como Fusarium
verticillioides que pueden ser transmitidos asintomaticamente por semilla, pudiendo
infectar las plantulas en desarrollo, lo que establece la necesidad de realizar andlisis
sanitarios de laboratorio (Munkvold et al., 1997; Wilke et al., 2007).
Complementariamente, los investigadores Cerovich y Miranda (2001), Miranda y
Cerovich (2001 y 2004), Miranda (2005), Da Silva (2005), Diaz (2006) y Urdaneta
(2006) sustentan sus criticas a las tolerancias para evaluar la calidad sanitaria de la
semilla certificada de maiz fijadas en las Normas INV- 71 (1961), porque son
inaplicables debido a que se sustentan en estimaciones subjetivas durante la
inspecciones de campo al margen de protocolos técnicos y andlisis de laboratorio que

oriente estas decisiones.

Los resultados presentados sobre la actual calidad sanitaria de la semilla
certificada de maiz con extension a la de arroz y, presumiblemente, otros cultivos
bajo certificacion, plantean un escenario preocupante, donde hay una diseminacion de
indculo potencial de enfermedades transmisibles, o transportados, por la semilla a
otras areas agroecoldgicas que requieren adecuada atencion porgue representa una
tangible amenaza a la sostenibilidad ambiental y econdémica de las areas de

produccion de semilla y granos de maiz y otros cultivos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

La evaluacion de la influencia de la micobiota natural de la semilla certificada
de maiz (SCM), sobre su calidad y la sostenibilidad ambiental del sistema de
certificacion de semillas esta basada en la caracterizacion sanitaria de los agentes
bioldgicos que intervienen en el ciclo de produccion de SCM a saber: (a) semilla de
los parentales de los hibridos Himeca 3002, DANAC 3273y Sefloarca 91; (b) suelos
de las dos localidades y dos épocas de siembra del estado Aragua utilizadas para
producir la semilla hibrida sujeta a evaluacion; (c) indculo de la micobiota total e
individual aislado del follaje, estructuras reproductivas, semillas en desarrollo y

maduras de estos hibridos; (d) semillas maduras de los hibridos considerados.

Para evaluar la percepcion de actores en la cadena de produccion,
comercializacion y uso de SCM, registrados en el Servicio Nacional de Semillas
(SENASEM), se disefio la encuesta presentada en el Anexo 5 cuyo formato permitiria
diagnosticar: las caracteristicas y experticia de los actores en la produccién de SCM;
su percepcion sobre la calidad sanitaria de la SCM; y sobre los requisitos legales y
técnicos exigidos por el SENASEM para la certificacion de semilla de maiz. La
frecuencia de las respuestas de los actores expresada en porcentaje fue analizada

mediante el programa Statistix 8.0
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las incidencias de micobiota total (MT) e individual (MI)
caracterizados en los agentes individuales del ciclo de produccién de SCM fueron
presentados en los Cuadros 1.2 y 1.4 del capitulo I; 2.2 y 2.3 del capitulo 1l y 3.2 del
capitulo Il de la presente investigacion.

El Cuadro 1.2 muestra los promedios de incidencia de MT y MI en la semilla
parental de los tres hibridos utilizados para producir la SCM en las dos localidades y
dos épocas de siembra del estado Aragua. Este Cuadro también indica que la MT esa
compuesta por: Fusarium, Penicillium, Aspergillus flavus, A. niger, Curvularia,
Acremonium y Rhizopus con muy altos porcentajes de incidencia donde las maximas
incidencias corresponden a la semilla materna, hecho que explica su mayor capacidad
de transmision y transporte de indculo potencial de enfermedades a otros campos y
zonas de produccion de semillas y granos de maiz (Da Silva, 2005; Diaz et al., 2007;
Antolini y Garcia, 1994; Cerovich y Miranda, 2001; Miranda, 1977 y 2005;
Munkvold et al., 1997; Christensen y Kaufmann, 1965).

Cuadro 1.2. Promedios de incidencia de micobiota total (MT) e individual (MI) en
semilla parental (P) de los hibridos sembrados en dos localidades y dos épocas de
siembra en el estado Aragua.

Promedio de incidencia (%)

Hibrido P MT - o M .
Fusarium Penicillium  A.niger  A.flavus  Otros®
Himeca Padre 6500a 61,75b 0,25a 0,66%a 3,10a
3002 Madre 71,75b  4575a 30,00 b 1,68%a 0,87a
DANAC Padre 6500a 63,75a 0,50 a 1,53%a 2,50 a
3273 Madre 80,25b  71,50b 16,50 b 0,72%a 6,25b
Sefloarca Padre 5225a  36,50a 7,00b 325a 825a 0,98a

91 Madre 98,25b  40,25b 1,75a 2100 b 8275 b 057a

Medias con diferente letra difieren significativamente entre si a P < 0,05 segun las Pruebas de ‘t” para
dos muestras independientes. PPromedio de A. niger y A. flavus. @curvularia, Acremonium y
Rhizopus.
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En el Cuadro 1.4, se presenta el porcentaje de incidencia de la micobiota
individual registrada en el suelo de las localidades y épocas de siembra evaluadas. Se
observa que la mayor incidencia de micobiota en el suelo corresponde a los hongos
Penicillium y Aspergillus, resultados que son coincidentes con los de Diener et al.
(1987), McGee (1988) y Horn (2003), quienes sefialan que las mayores fuentes de
indculo de estos hongos son el suelo, residuos de plantas y el aire; las esporas son
transportadas a las mazorcas por insectos o el viento donde germinan e infectan los
granos de maiz. En relacion a la incidencia de Aspergillus, Bennett (2010) cita que
sus esporas se encuentran entre las estructuras fungicas mas abundantes en el aire,
dispersandose a cortas y largas distancias; mientras que Wicklow y Wilson (1986)
informan que esclerocios Aspergillus ubicados en la superficie del suelo germinan
ocho dias antes de la emisidn de los estigmas produciendo conidias que infectan el
maiz. En el Cuadro 1.4 la ausencia de Fusarium sugiere que los suelos de las
localidades y épocas de siembra referidas no son una fuente de indculo potencial.
Este resultado coincide con la investigacion de Leslie et al. (1990) quienes
observaron que F. moniliforme, F. proliferatum y F. subglutinans fueron comunes en
tejidos del maiz pero no en rastrojos de cosecha o muestras de suelo, probablemente
porque segun Rheeder y Marasa (1998) este hongo no sobrevive porque no produce
clamidosporas.

Cuadro 1.4. Porcentaje de incidencia de micobiota en suelos de dos localidades y
épocas de siembra en el estado Aragua.

% M La Cuarta Valle de Tucutunemo
Lluvia Lluvia Norte-verano
Aspergillus 32,58 14,80 16,36
Penicillium 22,76 23,46 32,28
Otros* 44,66 61,74 51,36

* Micobiota con menor frecuencia no identificada por falta de esporulacion
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Cuadro 2.2. Incidencia promedio de MT y MI en las etapas de desarrollo
reproductivo (EtapRep) de semilla hibrida de maiz producida dos épocas de siembras
y dos localidades del estado Aragua.

Promedios de incidencia de micobiota (%)
. Eta
Hibrido Repﬁ) MI
MT  Fusarium Aspergillus Penicillium  Otros®

vT 080 f 0,00 e 0,40 a 0,00 b 0,60
R1 27,60 d 420 e 320 a 16 b 2040 a
R2 11,67 ef 433 e 0,50 a 000 b 10,67 ab
Himeca  R3 4,00 f 1,33 e 1,33 a 0,00 b 2,50 b
3002 R4 1933 de 15,00 d 1,17 a 3,00 b 1,50 b
RS 4765 ¢ 4471 c 1,29 a 3,06 b 365 b
MAFI 7180 b 67,60 b 2,00 a 400 b 560 b
MACO 94,00 a 79,20 a 06 a 23,00 a 8,40 ab
VT 280 d 0,40 ¢ 2,00 a 0,00 b 0,20 b
R1 2500 b 9,00 bc 1,40 a 0,00 b 2300 a
R2 6,00 cd 150 c 0,67 a 0,17 b 417 b
DANAC R3 3,00 d 050 ¢ 0,33 a 0,00 b 233 b
3273 R4 16,33 bc 13,83 b 0,50 a 0,00 b 250 b
RS 14,94 bc 1271 b 0,70 a 0,35 b 1,29 b
MAFI 2260 b 19,40 b 1,20 a 0,40 b 1,40 b
MACO 9880 a 8500 a 0,00 a 28,60 a 3,40 b
VT 0,00 b 0,00 b 0,00 a 0,00 b 0,00 a
R1 440 b 0,20 b 0,20 a 0,00 b 420 a
R2 6,60 b 0,40 b 0,00 a 0,20 b 6,20 a
Sefloarca  R3 567 b 317 b 0,00 a 0,00 b 250 a
91 R4 2,67 b 1,17 b 033 a 0,00 b 1,17 a
R5 529 b 365 b 0,00 a 0,12 b 2,00 a
MAFI 8,40 b 6,00 b 0,00 a 0,20 b 3,00 a
MACO 9440 a 8300 a 0,00 a 20,4 a 0,40 a

W Etapas de desarrollo del maiz segiin Hanway (1984): panoja, (VT), Sedas (R1), ampolla (R2),
lechosa (R3), pastoso (R4), dentado (R5). ¥ Acremonium, Rhizopus y hongo sin esporulacién.
Medias con diferente letra difieren entre si a P <0,05.
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Respecto a la incidencia de MT y MI durante las etapas de desarrollo
reproductivo (EtapRep), el Cuadro 2.2 revela los promedios detectados en las etapas
comprendidas entre la aparicion de la panoja (VT) y la madurez de cosecha (MACO)
de la semilla hibrida producida en dos épocas de siembras y dos localidades de
Aragua, que es la principal zona de produccion de SCM del pais (Miranda, 1996;
Oropeza et al., 2000; Cabrera y Garcia, 2003 y Flores, 2004).

La incidencia de MT reflejada en el Cuadro 2.2 muestra un preocupante patrén
de infeccién de crecimiento sostenido en todas las EtapRep de la semilla y en todos
los hibridos que alcanza su maximo porcentaje en MAFI, etapa que segiin Miranda
(1977 y 1981), Cerovich y Miranda (2001), Miranda y Cerovich (2004) y Diaz (2006)
es el indicador de la maxima calidad de la semilla de maiz y otros cultivos porque
refleja maximos valores de masa seco, germinacién, vigor y variados porcentajes de
MT. Adicionalmente, en la etapa identificada como MACO semilla de los tres
hibridos registraron maximos porcentajes de MT con incidencia significativamente
mayor que la MAFI. Este escenario destaca las recomendaciones de Miranda (1977)
sobre la importancia de desarrollar investigaciones para caracterizar los factores
genéticos, sanitarios y fisiologicos asociados con el DEPRECO de semillas que
faciliten la implementacién de estrategias de control y mejoramiento de la calidad de

semillas de maiz y otros cultivos en Venezuela.

Complementariamente, el Cuadro 2.3 presenta el patron de incidencia de MT y
MI en ovarios, estilos, estigmas, tusas y pedunculos de mazorcas de los tres hibridos
sembrados en dos localidades y épocas de siembra del estado Aragua, lo cual
confirma las opiniones de los investigadores citados en la discusion del cuadro

correspondiente.
El Cuadro 3.2 presenta el porcentaje promedio de germinacién de las semillas

de los tres hibridos. Los porcentajes fueron superiores al 88% valor minimo de

germinacion establecido en las normas de certificacion (MAC, 1961). La germinacion
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a los 4 dias como indice de vigor muestra que el hibrido Himeca 3002 presentd

menor vigor que los hibridos DANAC 3273 y Sefloarca 91. Los altos valores en

todos los casos indican que la MN encontrada no afecta la germinacion ni el vigor de

las semillas evaluadas.

Cuadro 2.3. Incidencia promedio (%) de la MT y MI en estructuras reproductivas
(EstruRep), desde flor a semilla, de los hibridos Himeca 3002, DANAC 3273
sembrado en la Cuarta y valle de Tucutunemo en época de lluvia y Sefloarca 91
sembrado en el Valle de Tucutunemo en norte verano.

Promedios de incidencia (%)

Hibrido EstruRep MT MI
Fusarium Aspergillus Penicillium Otros™
Ovario 2684 a 2469 a 111 a 1,76 a 215 b
) Estilo 1341 b 6,27 b 094 a 0,94 a 728 b
Hgg‘gga Estigma 2952 a 635 b 063 a 127 a 2508 a
Tusa 1392 ab 949 b 3,16 a 1,90 a 063 b
Peddnculo 19,62 ab 11,39 b 570 a 2,53 a 19 b
Ovario 897 b 755 a 064 a 0,13 a 071 b
Estilo 902 b 478 a 034 a 0,00 a 451 b
PIeC  Estigma 2021 a 984 a 222 a 000 a 2825 a
Tusa 1533 ab 8,67 a 4,00 a 1,33 a 333 b
Peddnculo 20,00 ab 12,00 a 2,67 a 0,00 a 600 b
Ovario 383 a 272 a 000 a 0,07 a 1,32 a
Estilo 375 a 142 a 015 a 0,00 a 225 a
SefoACd  Estigma 925 a 021 a 000 a 000 a 903 a
Tusa 000 a 000 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
Pedinculo 133 a 067 a 067 a 0,67 a 000 a

W Acremonium, Rhizopus y hongos que no esporularon.
Medias con diferente letra difieren entre si a P <0,05.
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Cuadro 3.2. Porcentaje promedio de germinacion y vigor de semilla de los hibridos
Himeca 3002, DANAC 3273 producida época de lluvia en la Cuarta y valle de
Tucutunemo respectivamente, y Sefloarca 91 sembrado en época de norte verano en
el Valle de Tucutunemo.

Hibrido Germinacion Vigor
Himeca 3002 95.25 a 83.25 b
DANAC 3273 94.00 a 9275 a

Sefloarca 91 97.75 a 96.25 a

Germinacién (% de germinacion a los 7 dias), Vigor (% germinacion a los 4 dias)
Medias con diferente letra difieren significativamente entre si a P < 0,05.

Estos resultados aportan la base experimental sobre la imposibilidad
tecnologica de producir “semilla certificada de maiz libre de enfermedades
transmisibles” como criterio optimista y utépico plasmado en las Normas Especificas
para la produccion de semilla certificada de maiz en Venezuela, MAC_ INV_71
(MAC, 1961). Este escenario confirma los resultados de Miranda (1977) en semilla
de soya en Mississippi, EEUU, quien comprobd que el indculo de Diaporthe
phaseolorum var. sojae y otros fitopatdgenos en ovario, estilo y estigma durante la
formacion de la semilla impide la produccion de semilla de soya libre de
enfermedades, cuya solucién requiere el desarrollo de investigaciones
complementarias sobre el impacto de la micobiota en la calidad sanitaria y los riesgos
de distribucion de in6culo infeccioso durante la comercializacion y uso de semilla
con estas caracteristicas en nuevos agrosistemas. La aplicacion de esta y otras
investigaciones (Miranda, 1977 y 2005; Cerovich y Miranda, 2001; Miranda y
Cerovich, 2001; Urdaneta, 2006; Diaz et al., 2007) confirma la conveniencia de que
SENASEM modernice los protocolos de las inspecciones para el control de calidad
en campo y aseguramiento de la calidad de la SCM en Venezuela En tal sentido, el
fortalecimiento de la sostenibilidad del sistema nacional de certificacion de semilla de
maiz y otros cultivos dependera de la incorporacion de innovaciones tecnologicas y
legales al sistema de certificacion de semillas de maiz para asegurar éptima calidad

sanitaria, genética y proteccién ambiental.
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En relacion al esperado efecto deletéreo de las infecciones de micobiota sobre
el vigor y la germinacion de la semilla infectada el Cuadro 3.2 del Capitulo Il
demuestra que la semilla de tres hibridos de maiz, producida en dos localidades y en
dos épocas de siembra diferentes, presentan severas infecciones de los géneros
Fusarium, Aspergillus, Penicillium pero manifiestan una excelente calidad
fisiologica, porque sus porcentajes de germinacion y vigor superan notablemente los
limites requeridos para su aprobacion como SCM segun la legislacion de semillas

vigente en Venezuela.

Cuadro 5.1. Perfil de los actores registrados en el Servicio Nacional de Semillas
como participantes en la produccion de semilla certificada de maiz.

Actor Categoria/ Clase (%)
Fitomejorador 20
Individual Multiplicador 20
Representante Técnico (RT) 60
Privada 35
Organizacién Oficial 60
No responde 5
Inspector de control de calidad 33
Manejo agronémico 25
Clase de RT Fitopatdlogo 33
Entomélogo
Otro
<10 32
Afios de 10,0 - 20,0 26
experiencia 21.0-30.0 16
> 30 26

Respecto a las caracteristicas y experticia profesional de los actores de la
produccién de SCM, su percepcidn sobre la calidad sanitaria y los requisitos legales y
técnicos exigidos por el SENASEM para la certificacion de semilla de maiz el Cuadro

5.1 muestra que 20% de los encuestados son fitomejoradores, 20% multiplicadores,
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60% representantes técnicos (RT), de los cuales 35% pertenecen a empresas privadas
y 60% a organismos oficiales. Respecto a los afios de experiencia en el PSCM 42 %
tiene entre 10 y 30 afios, 32 % menos de 10 afios y 26 % mas de 30 afios en el
programa. Estos resultados permiten concluir que los actores participantes en la
produccion de semilla certificada de maiz (PSCM) tienen excelente preparacion

técnica y amplia experiencia en sus areas profesionales de competencia.

Cuadro 5.2. Percepcion de los actores encuestados sobre la calidad sanitaria de la
semilla de maiz producida en el pais.

ITEM Percepcion (%)
Muy buena 5
Buena 40
Calidad sanitaria general de la semilla de maiz Regular 35
comercializada en el pais Mala 10
Muy mala 5
No responde
Mejor 20
Calidad sanitaria de la “semilla experimental” Igual 95
producida en dos localidades de Aragua Inferior 5
No responde 20
No 45
Aplicacion de fungicidas como estrategia de control de Si 0
patogenos en semilla de maiz
No responde 15
contacto 12,5
] o N sistémico 12,5
Tipo de fungicida que utiliza
ambos 50
No responde 25
La aplicacion de fungicidas garantizan la calidad no 75
sanitaria de la semilla producida si 25

El Cuadro 5.2, resume la percepcion, de los encuestados sobre la calidad

sanitaria de la SCM ya que 80% de los actores consideran que la calidad de la semilla
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producida en el pais varia entre “muy buena y regular” y un 15% la cataloga entre
”"mala y muy mala”. Respecto a la semilla de maiz producida en los campos
experimentales bajo los protocolos para la presente investigacion el 20% considera
que la semilla producida en los campos donde ha participado es de mejor calidad que
el resto mientras que el 55% dice que es igual. Esto nos indica que en general los
actores del Sistema de Produccion de SCM consideran que la semilla producida en
Venezuela es de buena calidad. En lo referente al uso de fungicidas el 45% expresa
que no se usa como medida de control de patdgenos en la semilla, el 40% sefiala que
si se hace determinando que se realizan entre una y dos aplicaciones de fungicidas,
segun estos Ultimos los tipos de fungicida utilizados en el campo de produccion de
semillas son de contacto (12,5%), sistémico (12,5%) o de ambos (50%). Del total de
encuestados el 75% opina que las aplicaciones de fungicidas no son suficientes para

garantizar la calidad sanitaria de la semilla.

Las respuestas de los actores consultados indican que aun cuando consideran
que la semilla producida en el pais es de buena calidad se requiere mejores controles

de calidad en la produccion y certificacion de las mismas.

El Cuadro 5.3 presenta la percepcion de los encuestados sobre los requisitos
legales y técnicos del actual sistema de produccién y certificacion de semilla de maiz
vigente. El 80% de los actores consultados declaran conocer las normas vigentes del
SENASEM para la produccion de SCM. En cuanto a enfermedades transmisibles por
semilla el 90% afirma saber que la tolerancia méxima en campo para la enfermedad
“Punta Loca” es 2%, complementada con ausencia total de otros patdgenos del maiz.
En este contexto, es importante destacar que 90% de los encuestados considera que
aun cuando el SENASEM realiza inspecciones oculares en campo para evaluar la
sanidad de la semilla estas son inefectivas para garantizar las tolerancias sanitarias
formales establecidas por el SENASEM para asegurar la comercializacion y uso de

semilla de maiz libre de patdgenos en las distintas zonas de produccion del pais.
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En materia de andlisis de laboratorio requeridos para evaluar la calidad sanitaria
de la semilla en vias de certificacion el 65% considera que los laboratorios del
SENASEM no realizan anélisis de laboratorio para determinar la presencia de
patogenos transmitidos y/o transportados por la semilla de maiz ni de otros cultivos
bajo certificacién. Hecho que confirma las criticas de Miranda (1996, 2001, 2005 y
2014), Cerovich 'y Miranda (2001), Miranda y Urdaneta (2014a).
Complementariamente, el 95% encuestado considera que el actual modelo de
inspecciones en las fases de campo y comercializacion no garantizan que la semilla
estd libre de patdgenos ni otros requisitos exigidos por la legislacion vigente de
semillas, lo que coincide con los criterios de Miranda (2014) y Miranda y Urdaneta
(2014a).

Este escenario explica que el 100% de los encuestados consideran que los
analisis patoldgicos deben ser incorporados dentro de los andlisis de laboratorio de
rutina para garantizar la calidad sanitaria de la semilla de maiz y otros cultivos.
También, el 95% de los encuestados consideran que se requieren nuevos protocolos
técnicos y tolerancias para validar la calidad sanitaria de la semilla de maiz en
términos de enfermedades, insectos plagas y malezas. Complementariamente, el 75%
estima que el actual proceso de control de calidad sanitario de la SCM no garantiza la
comercializacion y uso de semilla de alta calidad sanitaria ni la sostenibilidad
ambiental del sistema actual de Certificacion de semillas de maiz. Segun la opinién
general de los actores consultados, la semilla producida y certificada de maiz es de
buena calidad pero requiere la incorporacién de los analisis de calidad sanitaria de la
semilla en los laboratorios y la implementacion de nuevos protocolos técnicos y
tolerancias validadas para asegurar alta calidad genética, sanitaria y fisioldgica de
semilla comercializada y fortalecer la sostenibilidad ambiental del sistema actual de
produccion y certificacion de semillas.
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Cuadro 5.3. Percepcion de los actores encuestados sobre Los requisitos para la
certificacion de semillas y que opinion tienen sobre el actual programa de
certificacion.

ITEM Si/No (%)

¢Conoce las normas vigentes para el control de malezas, no 20
insectos y enfermedades de la semilla certificada de maiz? Si 80
2% maximo de plantas con sintomas de la enfermedad no 10
“Punta Loca” y “libre” de otros patdogenos? si 90
Considera que ese requisito asegura la comercializacion y no 920

uso de semilla de maiz libre de patdgenos en las distintas )
zonas de produccion del pais? SI 10

¢ Los responsables del control de la calidad sanitaria de la no 65
semilla de maiz ((Internos: las empresas y externo: el

SENASEM), realizan los anélisis de laboratorio para - 20
determinar la presencia de patdgenos transmitidos y/o No 15
transportados por la semilla? responde
Sin analisis patolégico de la semilla, ¢las actuales no 95
inspecciones de campo y comercializacién garantizan que la
semilla esta libre de patégenos y cumpla con los requisitos si 5
exigidos por la legislacion de semillas?
Si no se realizan andlisis patoldgicos rutinarios de la semilla,
¢ Cree usted que se deben incorporar dentro de los analisis de Si 100
laboratorio?
¢Cree usted que se deben desarrollar nuevos protocolos y no 5
tolerancias para garantizar la calidad sanitaria de la semilla i
de maiz SI 95
Segun las respuestas previas, ¢Cree usted que el actual no 75
proceso de control de calidad sanitario de la semilla de maiz si 5
garantiza la comercializacién y uso de semilla de alta calidad
sanitaria y la sostenibilidad ambiental del sistema actual de No 20
Certificacion de semillas de maiz? responden

En este sentido, Fontana y Gonzélez (2000) y Vielma et al. (2005) confirman
que el uso de la semilla certificada de maiz ha influido en el incremento del
rendimiento promedio nacional, mientras que Vielma (2003) al revisar el programa
tecnoldgico de las empresas de semillas de maiz asociadas a CANAPROSE observa
que sus asociados controlan principalmente insectos plagas como cogollero, barredor
y cortadores, enfermedades y manchas foliares y combaten malezas comunes del

maiz, mientras que San Vicente (1985), citado por Vielma (2003), opina que se
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requieren actividades adicionales para producir semillas de alta calidad dado que las
practicas agrondmicas para la multiplicacion de la semilla de maiz son las mismas

utilizadas para maiz de consumo.

En resumen, el aporte de los resultados obtenidos en los capitulos I, 11 y 111 mas
los generados para este capitulo V suministran la base experimental y referencial de
la situacion actual de la certificacion de semilla de maiz en Venezuela, asi como la
debilidad de la sostenibilidad de este sistemas en los términos que plantean los
resultados y recomendaciones de Cerovich y Miranda (2001), Diaz et al. (2007),
Miranda (2014), y Miranda y Urdaneta (2014a y 2014b) sobre la necesidad de
incorporar las innovaciones tecnoldgicas y legales que garanticen la produccion,
certificacion y comercio de SCM con perfiles de calidad sanitaria sustancialmente

superiores a la actual
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

. La semilla certificada de maiz producida en Aragua, la principal zona del pais,
presenta una variada micobiota compuesta por fitopatdgenos que requieren una
caracterizacion adicional como factor de riesgo a la salud vegetal, animal y

ambiental en las zonas de produccion de semilla y grano de maiz del pais.

Los altos % de incidencia de Fusarium spp., Aspergillus spp. y otros hongos
encontrados no afectan la calidad fisiologica de la semilla certificada de maiz a

juzgar por los excelentes niveles de germinacion y vigor registrados.

Los actores participantes en el sistema de semilla certificada de maiz poseen

excelente formacion técnica y experiencia.

. Las debilidades tecnoldgicas y legales del actual modelo de certificacion no

garantizan la sostenibilidad sanitaria de la produccion de semilla de maiz.
Se recomienda la modernizacion tecnolégica y legal del sistema para asegurar la

produccion, comercializacién y uso de SCM con superior calidad genética y

sanitaria en consonancia con la sostenibilidad ambiental requerida.
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ANEXO 5.1
ENCUESTA

UNIVERSIDAD CENTRAL DE VENEZUELA
FACULTAD DE AGRONOMIA
DOCTORADO DE CIENCIAS AGRICOLAS

PARA: Actores del proceso de certificacion de semillas de maiz

DE: Neyda Simosa, estudiante del doctorado en Ciencias Agricolas de la UCV
ASUNTO: Encuesta para actualizar el seguimiento técnico del control de calidad
sanitaria de la semilla certificada de maiz

Estimado Sr.

Por medio de la presente solicitamos su valiosa colaboracion para obtener la
informacidn que nos permita identificar el estado actual del seguimiento de la calidad
sanitaria de la semilla certificada de maiz, con el unico fin de delinear
recomendaciones que contribuyan a la identificacion de métodos y procedimientos
para modernizar este proceso.

En este sentido, declaramos que la informacion solicitada tendra un uso exclusivo
como insumo para la investigacion titulada “INFLUENCIA DE LA MICOBIOTA
ASOCIADA AL MAIZ (Zea mays L.) SOBRE LA CALIDAD SANITARIA DE LA
SEMILLA Y LA SOSTENIBILIDAD DEL SISTEMA DE CERTIFICACION DE
SEMILLAS DE ESTE CULTIVO EN VENEZUELA ”, que adelantamos como
requisito para optar al doctorado en Ciencias agricolas del postgrado de la Facultad
de Agronomia de la Universidad Central de Venezuela (UCV)

Agradeciendo anticipadamente su participacion en la presente encuesta técnica

Atentamente
Ing. Agr.Neyda Simosa Dra. Miriana Cerovich
Responsable de la investigacion Prof. Tutora
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I.- Informacion General.
1. ¢A cual categoria de actor del proceso de certificacion de semilla de maiz
pertenece usted.?:

a. Fitomejorador

b. Productor de semilla : L

c. Comerciante: Importador ___ Distribuidor nacional __~ Ambos

d. Representante Técnico (RT):___ De empresa privada ___ De un organismo
Oficial___

e. A cual clase de RT corresponde
1. Inspector de control de calidad:
2. Fitopatologo
3. Entomélogo
4. Otro
3. Afos de experiencia en su area experticia?: anos.

I1. Calidad sanitaria de la semilla de maiz
1. ;Como considera usted la actual calidad sanitaria de la semilla de maiz que se
comercializa en el pais?

a. Muybuena
b. Buena

c. Regular

d. Mala___

e. Muymala_

2. Respecto a su respuesta en la pregunta anterior, cree usted que la calidad de la
semilla producida en los campos donde usted participo es:

Mejor

Igual

Inferior

Porque?

3. ¢Realiza usted aplicaciones de fungicidas como medida de control de patdgenos
en las semillas?
Si_ ¢Con fungicidas de contacto __ o sistémico__? Cuéantas aplicaciones
No __ ¢Porque?

4. ;Cree usted que la(s) aplicacion(es) de fungicidas que se realizan en el campo, son
suficiente para garantizar la calidad sanitaria de la semilla producida?
a. Si b.No
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I11. Sobre la calidad sanitaria de la semilla certificada maiz.

1. ¢Conoce usted las normas especificas vigentes para el control de malezas,
insectos y enfermedades de la semilla certificada de maiz?
a.Si__ b.No_

2. ¢(Sabia usted que la Resolucion Reglamentaria y Requisitos para la
Produccion de Semillas Certificadas MAC Inv-71 establece como requisitos
especificos con respecto a calidad sanitaria, que en la inspeccion final en el
campo, la plantacién no debe presentar mas del 2% de plantas con sintomas
de la enfermedad conocida como “Punta Loca” y debe estar libre de otros
patdgenos?

Si b.No

3. ¢Considera usted que este requisito es suficiente para asegurar la
comercializacion y uso de semilla de maiz libre de patdgenos en las distintas
zonas de produccién del pais?

a. Si b. No
¢Porque?

4. ¢Los responsables del control de la calidad sanitaria de la semilla de maiz
(Internos: las empresas y externo: el SENASEM), realizan los andlisis de
laboratorio para determinar la presencia de patdgenos transmitidos y/o
transportados por la semilla?

Si b.No

5. Si no se realiza el andlisis patologico de la semilla ¢garantizan las actuales
inspecciones de campo y comercializacion, que la semilla esta libre de
patégenos y cumple con los requisitos legales exigidos por la legislacion
vigente de semillas?

Si b.No

6. Si no se realizan analisis patoldgicos rutinarios de la semilla ;Cree usted que
se deben incorporar dentro de los anélisis de laboratorio?
Si b.No

7. ¢Cree usted que se deben desarrollar nuevos protocolos técnicos y tolerancias
para garantizar la calidad sanitaria de la semilla de maiz en términos de
enfermedades, insectos plagas y malezas de las mismos?

Si__ b.No

8. Por lo antes mencionado ;Cree usted que el actual proceso de control de
calidad sanitario de la semilla de maiz garantiza la comercializacion y uso de
semilla de alta calidas sanitaria y la sostenibilidad ambiental del sistema
actual de Certificacion de semillas de maiz?

Si b.No
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CAPITULO VI

DISCUSION GENERAL

El maiz es un cultivo estratégico para la dieta del venezolano y la seguridad
agroalimentaria del pais. Los avances en mejoramiento genetico y produccion de
semilla certificada de maiz (SCM) han fortalecido la productividad y el
abastecimiento nacional de este cultivo. La region central del pais persiste como la
principal zona de produccion y comercializacion de SCM, pero las investigaciones de
Da Silva (2006), Diaz (2006) y Diaz, Miranda et al. (2007) destacan problemas
sanitarios y agronomicos asociados con debilidades tecnoldgicas y operativas de los
programas de produccion y control de calidad de las empresas productoras y el
Servicio Nacional de Semillas (SENASEM), respectivamente.

En el capitulo |, se caracterizd el origen, diversidad y magnitud de la MT y Ml
en los componentes biédticos del ciclo de produccion de la SCM como estrategia para
identificar programas de control y mejoramiento de la calidad sanitaria de la SCM, a
saber, semillas parental de los hibridos Himeca 3002, DANAC 3273 y Sefloarca 91;

follaje de las plantas y semillas en diferentes etapas de maduracion.

La metodologia utilizada fue consistente e innovadora porque permitié
sistematizar los procedimientos de muestreo y caracterizacion del inoculo de
micobiota contenida en los componentes bidticos de la produccién de SCM a saber:
semilla parental de los tres hibridos utilizados (Himeca 3002, DANAC 3273 y
Sefloarca 91), suelos de las localidades y épocas de produccion seleccionadas,
diferentes estados de desarrollo y maduracién de las plantas madres y de sus semillas

en vias de certificacion.

En general, los resultados de esta investigacion confirman que la semilla es un

medio eficiente de diseminacion de patdgenos que afecta la calidad sanitaria de SCM
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y podria amenazar la sostenibilidad de las &reas de produccién de semilla 'y granos de

este cultivo.

La micobiota total (MT) consistio de ocho fitopatdgenos destacandose
Fusarium spp. y Aspergillus sp. por su alto riesgo epidemioldgico y sanitario
asociado con la produccion de fumonisinas y otras toxinas perjudiciales a la salud
vegetal, animal y humana en las areas de produccion de semillas y granos de maiz del
pais (Diener et al., 1987; McGee, 1988; Mycock, 1990; Mazzani et al., 1997, 2001;
Mazzani et al., 2001; Luzén et al., 2003; Da Silva, 2006; Diaz, 2006; Diaz, Miranda
et al., 2007).

Respecto a las fuentes del inoculo primario de MT identificado, la semilla
parental de los tres hibridos presentd alta incidencia con rango de 72 - 98% en la
semilla materna y 53 - 65% en la paterna. Consecuencialmente, la progenie de los tres
hibridos presento altos porcentajes de infeccion por MT durante su desarrollo y la
madurez fisioldgica (MAFI) de todos los lotes con maxima incidencia (94 — 98 %) en
la etapa de MACO.

En los suelos de las localidades y épocas de siembras utilizados la mayor
incidencia de Aspergillus sp. y Penicillium sp. confirmaron que los suelos son una
fuente de in6culo primario para invasién de la semilla del maiz sembrado,
confirmando asi los trabajos de Diener et al. (1987) y Mycock (1990).
Adicionalmente, la ausencia de Fusarium sugiere que los suelos de las localidades y
épocas de siembra referidas no son fuente de indculo potencial para este patdgeno,
resultado que coincide con la investigacion de Leslie et al. (1990) y Rheeder y
Marasas (1998) quienes observaron que F. moniliforme, F. proliferatum y F.
subglutinans fueron comunes en tejidos del maiz sin sobrevivir en muestras de suelo

0 rastrojos de cosecha, probablemente porque no produce clamidosporas.
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Los hibridos sembrados fueron similarmente susceptibles a infecciones de MT
y MI, porque las incidencias registradas en sus semillas variaron entre “alta y muy
alta” para todos los hibridos, lotes de produccion, localidades y épocas de produccion
de la SCM experimental. Este cuadro sanitario esta directamente asociado con los
alarmantes niveles de indculo primario cuantificado en la semilla parental original,
suelos de las localidades de produccién, épocas de siembra (EDS), etapas de
desarrollo (ED) y maduracion de plantas madres y semillas de los hibridos utilizados.
También se comprobd menor incidencia de MT y MI durante la EDS de norte-verano
que en el periodo de lluvias indicando que la produccién de SCM deberia
concentrarse en la EDS norte verano con riego complementario y cosecha temprana,
como una estrategia sustentable para mejorar la calidad sanitaria y fisiologica de la

SCM actualmente comercializada.

En el capitulo 1l, el muestreo semanal de inflorescencia femenina desde la
formacion de panoja (VT) hasta madurez fisiologica (MAFI) y madurez de cosecha
(MACO) permitio caracterizar el patron de infeccion de la micobiota durante las
etapas de formacion, desarrollo, maduracién y pos maduracion de la semilla de los
hibridos evaluados. Estos resultados demostraron que a partir de la etapa reproductiva
R1, la micobiota principal estuvo constituida por Fusarium, Aspergillus y
Penicillium, los estigmas registraron la mayor incidencia de inéculo confirmando su
importancia como fuente de contaminacién de la semilla de maiz y se mantuvo la
tendencia creciente de la incidencia de hongos hacia la MAFI de la semilla con
maximo nivel de Fusarium y Penicillium en MACO. Estos resultados corroboran los
informes de Siriacha et al. (1994), Munkvold and Carlton (1997) y Bush et al. (2004)
y validan el patron de infecciones de MT expuesto en el capitulo 1 de esta

investigacion.

Los hibridos Himeca 3002 y DANAC 3273 sembrados en época de lluvia

tuvieron mayor incidencia de MT que Sefloarca 91 sembrado en época de norte
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verano ratificando la conveniencia de sembrar en época de norte verano y cosechar

tempranamente como estrategia para mejorar la actual calidad sanitaria de la SCM.

En el capitulo 11, se evalud el efecto de indculo de micobiota natural sobre la
calidad fisioldgica de la semilla de los tres hibridos producida en dos localidades y
épocas de siembra. Todos los lotes de semilla cosechados en su MACO mostraron
alto vigor y germinacion superior al 88% exigido por las normas de SENASEM para
certificacion de semillas de maiz (MAC- INV 71 y MAC DGDA-159- 1986). El
andlisis sanitario sobre los duplicados de las muestras utilizadas para los ensayos de
calidad fisioldgica identifico alta incidencia de los hongos Fusarium spp., Penicillium
sp., Aspergillus sp. (A. niger y A. flavus) Acremonium y Rhizopus confirmando que
el inéculo de micobiota en la semilla afecta la calidad sanitaria pero no la calidad
fisioldgica de la SCM. Estos hallazgos validan los resultados de Da Silva, 2006; Diaz,
2006; Diaz et al., 2007 para semilla de maiz y Miranda (1981 y 1977) con semilla de
soya, en Misisipi. EE.UU.

En los precedentes capitulos I, 11 'y Il se demostraron los problema de calidad
sanitaria derivados del alto y variado indculo de micobiota que infecta todos los
agentes biotico de la produccion de SCM, a saber semilla parental, suelos de las
zonas de produccion, 6rganos vegetativos y reproductivos de las planta madres y

semillas en desarrollo y maduras.

En el capitulo (V) se evaluo la eficacia de aplicaciones pre siembra y foliares
pre cosecha de fungicidas para mejorar la calidad sanitaria de la SCM mediante la
reduccion del indculo de micobiota en la SCM. En laboratorio, semillas del hibrido
Himeca 3002 fueron tratadas con dosis comerciales de los fungicidas
Carboxin+Thiram, Captan, Myclobutanil, Carbendazim, Benomyl, y un Testigo no
tratado,utilizando la metodologia especificada en la seccion de Materiales y Métodos

del capitulo IV. Los resultados indicaron que Benomyl realizd el mejor control
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presiembra de la MT (3,00 %) comparado con el 100,00 % del Testigo y ademas
erradico el inoculo de Fusarium spp. (0,00 %).

En el campo, para evaluar el efecto del Benomyl sobre las calidades sanitaria y
fisiologica de semilla del hibrido DANAC 3273 se realizaron tres aplicaciones de 250
g/ha. cada una comparado con un Testigo sin fungicida, con seguimiento de la
incidencia de MT y MI durante las etapas VT, R2, R4, MAFI y MACO. La
efectividad del Benomyl sobre la calidad fisiologica de las semillas fue evaluada en
las etapas MAFI y MACO mediante pruebas de germinacion estandar y vigor segln
el protocolo de la ISTA (1996). Los resultados indicaron que las aplicaciones de
Benomyl mejoraron sustancialmente la calidad sanitaria de la semilla en MAFI,
porque el in6culo de la MT y Fusarium fue reducidos en 50% y 67%
respectivamente, en comparacion a los porcentajes registrados para el Testigo. En
MACO el grado de control fue de 2% y 8% para MT y Fusarium respectivamente,
comparados con los muy altos porcentajes de indculo del testigo, probablemente
asociado con condiciones promotoras del deterioro sanitario de las semillas. En este
contexto, los porcentajes de germinaciéon y vigor de la semilla superior al 92%,
validan la conclusion del capitulo 11 referida a que las altas incidencia de MT y
Fusarium en MAFI y MACO no afectaron la calidad fisioldgica exigida por el
SENASEM para la comercializacion de la SCM producida en la region central del

pais.

Para estimar la influencia potencial de la distribucion de semilla de hibridos de
maiz portadora de micobiota transmisible sobre la sostenibilidad del actual sistema de
certificacion de semillas, caracterizar la influencia del indculo de micobiota endémico
sobre la calidad sanitaria de la SCM producida en la zona central del pais y la
sostenibilidad del sistema de certificacion de semillas de Venezuela se utilizaron los
resultados de los capitulos I, Il y Ill de este trabajo complementados con las
respuestas de los actores del sistema de produccion de SCM sobre el funcionamiento

de este sistema.
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Los cuadros 1.2 y 1.4 del capitulo I; 2.2 y 2.3 del capitulo Il 'y 3.2 del capitulo
I11, respectivamente, demuestran que la SCM tiene baja calidad sanitaria por su alto
contenido de in6culo endémico de fitopatdgenos con alto poder epidemiologico en
todos los agentes bidticos que intervine en el proceso de produccién de SCM, a saber:
semilla de los parentales; suelos de las localidades y épocas de siembra; follaje del
cultivo, estructuras reproductivas y semillas a la MAFI y MACO. Contrario a lo
esperado, esta semilla con problemas sanitarios presenta excelentes germinacion y
vigor demostrando que los problemas de calidad sanitaria no afectan la calidad
fisioldgica de la SCM exigidos por SENASEM para su certificacion. Los actores del
sistema se produccion de SCM consultados destacan que la certificacion de semillas
no debe depender de inspecciones oculares de campo sin analisis de laboratorio que
validen la calidad sanitaria de la SCM. También opinan que se requiere un
actualizado marco legal, tecnoldgico y operativo que apoye a los productores y al
SENASEM en el aseguramiento de la calidad de SCM vy la sostenibilidad del sistema
de produccién de maiz, al mitigar el impacto ambiental debido a la comercializacion
de SCM con in6culo potencial de patdgenos de alto riesgo epidemiolégico como

Fusarium spp. y Aspergillus sp.

Las conclusiones y recomendaciones a las cuales se llego en cada capitulo

fueron recopiladas en el cuadro 7.1
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Cuadro 7.1: Recopilacion de las conclusiones y recomendaciones de los capitulos

CAPITULO

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

1. La SCM producida en Aragua,
contiene  micobiota de caracter
endémico, alta incidencia y variada
composicion

2. La calidad sanitaria de la SCM, es
consecuencia del indculo endémico en
los componentes bioticos de la cadena
de produccion, a saber: semilla
parental; suelos, localidades y épocas
de siembra; plantas madres infectadas
durante su desarrollo vegetativo y
reproductivo, semillas en desarrollo y
maduracion.

1. Desarrollar

investigaciones para
caracterizar el riesgo
epidemioldgico y
ambiental asociado con la
produccion, distribucion
y uso de SCM con los
perfiles sanitarios
encontrados.

2. Explorar nuevas

zonas de produccion de
SCM, con menor presién
de in6culo potencial de
micobiota que garanticen
mejor calidad sanitaria,
fisioldgica y genética.

1. La metodologia utilizada es
novedosa para estudios de patologia,
calidad sanitaria y tecnologia de
produccién de SCM vy otros cultivos.

2. Fusarium sp., patdégeno de alto
riesgo epidemioldgico, es la principal
fuente de ino6culo infeccioso de la
SCM.

3. Los estigmas son la principal via de
infeccion hacia la semilla, y los granos
de polen no son fuente de indculo para
la SCM

4. La infeccion de la semilla de maiz
aumenta en las etapas de desarrollo y
MAFI de la semilla, y es maxima a la
MACO.

1. Para mejorar la calidad
sanitaria de la SCM, se
recomienda producirla en
época de norte —verano,
con riego complementario
y riguroso programa de
control de calidad en
campo y cosecha.

2. Desarrollar
investigaciones para
fortalecer la
sostenibilidad de la
produccién de SCM.

Alta incidencia del inéculo de
micobiota no afecta la calidad
fisiolégica de la SCM
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1. Benomyl es un fungicida muy
eficaz para el control pre siembra de
indculo de micobiota de semilla de
maiz.

2. Aplicaciones foliares de Benomyl
hasta la etapa de MAFI, mejoran la
calidad sanitaria de la SCM, mediante
la significativa reduccion del indculo
de MT vy Fusarium en semillas
maduras.

3. El indéculo de la micobiota en la
semilla no afecta la germinacion ni el
vigor de la SCM

1. Evaluar nuevos
fungicidas, en dosis y
cronogramas de

aplicacion pre siembra y
foliares  para  definir
estrategias de control de
micobiota que mejoren
significativamente la
calidad sanitaria de la
SCM.

1 La SCM producida en Aragua, la
principal zona del pais, presenta una
variada micobiota compuesta por
fitopatdgenos que requieren una
caracterizacion adicional como factor
de riesgo a la salud vegetal, animal y
ambiental en las zonas de produccion
de semilla y grano de maiz del pais.

2 Los altos porcentajes de incidencia
de Fusarium sp., Aspergillus sp. vy
otros hongos encontrados, no afectan la
calidad fisiolégica de la semilla
certificada de maiz, a juzgar por los
excelentes niveles de germinacion y
vigor registrados

3 Los actores participantes en el
sistema de SCM, poseen excelente
formacion técnica y experiencia.

4 Las debilidades tecnolbdgicas Yy
legales del actual modelo de
certificacion  no  garantizan  la
sostenibilidad  sanitaria  de la
produccion de semilla de maiz.

1. Implementar la
modernizacién legal,
tecnologica y operativa
del sistema para asegurar
la produccion,
comercializacion y uso de
SCM con superior calidad
genética y sanitaria, en
consonancia con el apoyo
a la sostenibilidad
ambiental requerida.

2. Promover estudios
para establecer rangos de
tolerancia sanitaria de
apoyo a la produccién de
SCM de buena calidad
sanitaria, fisiolégica y
geneética.
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