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Introducción

En México, una enferme-
dad no descrita anteriormen-
te en maíz se presentó du-
rante los ciclos 2003-2004 en 
tres municipios maiceros im-
por tantes en el estado de 
Veracruz: Paso de Ovejas, 
Cosoleacaque y Tlalixcoyan. 
Esta enfermedad ocasionó 
pérdidas hasta del 70%, se-
gún comentarios de los pro-
ductores. Los patógenos aso-
ciados a este síndrome fue-
ron Burkholderia gladioli, 
Pantoea ananatis y el fito-
plasma del enanismo arbusti-
vo del maíz (MBS). B. gla-
dioli  estaba asociada con 
síntomas de manchas acuo-
sas, blanco-amarillentas en 

hojas, que al coalescer for-
maban franjas longitudinales 
y algunas de las hojas se 
tornaban de color rojizo. En 
la corona, se observó una 
pudrición semiacuosa y ne-
crosis. La mazorca mostraba 
necrosis y detención del de-
sarrollo (Gijón et  al., 2008). 
P. ananatis se asoció a sín-
tomas de manchas irregula-
res, verde oscuro de aspecto 
húmedo, con un halo amari-
l lo en hojas. En síntomas 
avanzados, las manchas ad-
quieron un color blanco-gri-
sáceo y las hojas tomaron 
una coloración rojiza (Gijón, 
2009). El fitoplasma MBS se 
asoció con síntomas de ama-
rillamiento, enrojecimiento y 
secado del follaje, reducción 

en el crecimiento de la plan-
ta y falta de proliferación de 
mazorcas (Alcántara et  al., 
2009).

Como parte del síndrome, 
se observaron síntomas dife-
rentes a los antes descritos: 
plantas amarillentas, hojas 
con rayado translúcido a lo 
largo de la lámina foliar que 
posteriormente tomó un color 
café claro, se desgarraban ter-
minando con aspecto necrosa-
do. Se observó necrosis en los 
haces vasculares en cortes 
transversales del tallo. En la 
espiga en ocasiones se detectó 
pudrición. Estos síntomas, al 
igual que los causados por B. 
gladioli, P. ananatis y el fito-
plasma MBS, inicialmente 
fueron identif icados en el 

cultivar comercial (cv) AS 
7573 en los tres municipios 
mencionados.

A partir de la alarma epi-
démica con que se presentó 
este síndrome y las pérdidas 
de cosecha registradas, dada 
la importancia del maíz en el 
estado de Veracruz y debido a 
que la etiología del rayado 
foliar permanecía indefinida, 
el objetivo delpresente estudio 
fue identificar el agente cau-
sal de la enfermedad.

Materiales y Metodos

Recolecta de material vegetal

Se recor r ieron las áreas 
maiceras de los municipios 
Cosoleacaque, Tlalixcoyan y 

RESUMEN

Siembras comerciales de maíz Asgrow 7573 (AS 7573) en los 
municipios de Tlalixcoyan, Paso de Ovejas y Cosoleacaque, 
Veracruz, México, en 2006-2007 presentaron una enfermedad 
caracterizada por manchas pequeñas en hojas, irregulares, de 
aspecto húmedo, que se extendieron a lo largo de la lámina 
foliar, formando rayas translúcidas, que se tornaban de color 
blanco-pajizo. Frecuentemente, el tejido presentó desgarramien-
to y aspecto atizonado. En ocasiones se observó una pudrición 
en las espigas envueltas por hojas enfermas. En algunas de las 

plantas con síntomas se hicieron cortes transversales de los 
tallos y se observó necrosis vascular. En los medios de cultivo 
BK, AN y CPG se aislaron en todos los casos colonias bacte-
rianas color blanco, redondas y convexas. La patogenicidad se 
confirmó en plántulas sanas de maíz. Las cepas bacterianas se 
identificaron como Acidovorax avenae subsp. avenae con base 
en pruebas fisiológicas y bioquímicas. La especie Acidovorax 
avenae fue confirmada mediante PCR con el par de iniciadores 
RST63 y RST64 que amplificaron un fragmento de 209 pb.
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SUMMARY

crosis was observed in cross sections of stems with symptoms 
plants. In all cases, white, round and convex bacterial colonies 
were isolated in BK, AN and CPG media. Pathogenicity was 
confirmed in healthy maize seedlings. Bacterial isolates were 
identified as Acidovorax avenae subsp avenae based on phys-
iological and biochemical tests. Genus Acidovorax was con-
firmed by PCR using the RST63 and RST64 primers, which am-
plified a fragment of 209 bp.

An epidemic disease developed in commercial plantings of 
maize cv Asgrow 7573 in 2006-2007 in Tlalixcoyan, Paso de 
Ovejas and Cosoloacaque counties in the State of Veracruz, 
Mexico. Symptoms consisted in small irregular watery spots 
on the leaves, which coalesced into translucent strips, initial-
ly white-brown in color; later the tissue in the strips teared 
off and became of a papery appearance. Ears wrapped by the 
upper diseased leaves sometimes became rotten. Vascular ne-
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RESUMO

transversais dos caules e se observou necroses vasculares. 
Nos meios de cultivo BK, AN e CPG se isolaram em todos 
os casos colônias bacterianas, as quais se caracterizaram por 
apresentar cor branca, redondas e convexas. A patogenicida-
de se confirmou em plântulas sadias de milho. As cepas bac-
terianas se identificaram como Acidovorax avenae subsp. ave-
nae com base em provas fisiológicas e bioquímicas. A espécie 
Acidovorax avenae foi confirmada mediante PCR com o par 
de iniciadores RST63 e RST64 que amplificaram um fragmen-
to de 209 pb.

Plantações comerciais de milho Asgrow 7573 (AS 7573) 
nos municípios de Tlalixcoyan, Paso de Ovejas e Cosolea-
caque, Veracruz, México, em 2006-2007 apresentaram uma 
enfermidade caracterizada por manchas pequenas em folhas, 
irregulares, de aspecto úmido, que se estenderam ao longo 
da lâmina foliar, formando linhas translúcidas que se torna-
vam da cor branca-palha. Frequentemente, o tecido apresen-
tou rasgos e aspecto deteriorado. Em ocasiões se observou 
um apodrecimento nas espigas envolvidas por folhas doentes. 
Em algumas das plantas sintomáticas foram realizados cortes 

Paso de Ovejas, Veracruz, 
México. En cada municipio se 
muestrearon 20 parcelas y se 
registró la ubicación geográfi-
ca de aquellas con presencia 
del síndrome, para lo cual se 
ut il izó un GPS38 Personal 
Navigator (Garmin). Las 
muestras en cada parcela se 
recolectaron en diferentes ci-
clos de cultivo durante 2006 y 
2007, en siembras del cv de 
maíz elotero AS 7573, el úni-
co que se siembra en la región 
de estudio.

Las muestras consistieron 
en hojas con rayado acuoso, 
espiga con pudrición y tallo 
con necrosis vascular. En cada 
municipio se tomaron 60 
muestras.

Aislamiento e identificación 
del patógeno

El material con síntomas se 
analizó en el laboratorio de 
Fitopatología del Colegio de 
Postgraduados, Montecillo, 
Estado de México. Los mate-
riales colectados fueron seccio- 
nados y desinfestados con 

hipoclor ito de sodio al 1% 
durante 1min y se lavó tres 
veces por 30seg con agua des-
tilada estéril. Se realizaron 
cor tes que se colocaron en 
tubos de ensayo con 10ml de 
agua estéril y se dejaron repo-
sar durante 20min. Parte de la 
suspensión bacteriana obteni-
da, se sembró por estría cru-
zada en los medios casaami-
noácidos, peptona glucosa 
(CPG), B de King (BK) y agar 
nutritivo (AN). Los cultivos 
fueron incubados a 30ºC por 
72h. Las colonias bacterianas 
individuales se purificaron y 
almacenaron a -80ºC en glice-
rol 15%.

Los aislamientos se caracte-
rizaron mediante la pruebas 
Gram (Gregersen, 1978), KOH 
al 3% (Suslow et  al., 1982), 
catalasa, oxidasa (Weller et al., 
1975; Trujillo y Hernández, 
1992), hidrólisis del almidón, 
licuefacción de la gelatina, hi-
drolasa de arginina, producción 
de H2S y crecimiento en 
D-xylosa, fructuosa, D-manitol, 
sorbitol y sacarosa (Schaad 
et  al., 2001).

Patogenicidad de los 
aislamientos

Se seleccionaron al azar 10 
aislamientos bacterianos de 
morfología constante para pro-
bar su patogenicidad. Como 
hospedante se usaron 30 plan-
tas sanas de maíz del cv AS 
7573 de 45 días de edad.

El inóculo se obtuvo de un 
cultivo de la bacteria en BK a 
30ºC durante 48h, que fue res-
uspendido en 100ml de buffer 
de fosfatos PBS (137mM NaCl; 
2,7mM KCl; 0,01M Na2HPO4; 
1,8mM KH2PO4 y pH 7,4). Las 
hojas se hirieron superficial-
mente con una aguja 29G y se 
asperjaron con una suspensión 
bacteriana de 1×107 UFC/ml 
ajustado en un espectrofotó- 
metro (Jenway 6405 UV/vis). 
Las plantas se cubrieron con 
bolsas de plástico y se mantu-
vieron en un invernadero (28-
30ºC y 80% HR con luz natu-
ral) por una semana posterior-
mente, se retiraron las bolsas 
de platico. Los testigos fueron 
inoculados con buffer de fosfa-
tos y se mantuvieron bajo las 

mismas condiciones. El desa-
rrollo de los síntomas se obser-
vó durante 60 días y se reali-
zaron reaislamientos a partir de 
los tejidos infectados en medio 
BK para cumplir con los pos-
tulados de Koch.

Reacción de hipersensibilidad 
en tabaco

Se infiltró una suspensión 
bacteriana 1×107 UFC/ml en 
los espacios intercelulares de 
hojas de tabaco (Nicotiana ta-
bacum var. xanthi) a través de 
la nervadura central. Las plan-
tas tratadas se mantuvieron a 
30ºC durante 24h. Las hojas de 
tabaco testigo fueron infiltra-
das con agua estéril.

Caracterización molecular

Se extrajo ADN genómico 
de cuatro cepas bacterianas (ACI- 
TLALIX, ACICOSO, ACIPASO 
1 y ACIPASO 2)  mediante el 
método AP (Sambrook y 
Rusell, 2001) y se utilizó como 
control positivo una cepa de 
Acidovorax avenae proporcio- 
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nada por el Laboratorio de 
Bacteriología de la Universidad 
Autónoma Chapingo. El ADN 
fue resuspendido en 25µl de 
agua libre de nucleasas.

PCR específico para la especie

La identificación fue confir-
mada usando los iniciadores 
RST63 (5´TCCGGCGGCGCG 
CTCA CCGTGGTGCTG3´) y 
RST64 (5 ÁGCGCGGCGGCGT 
AGGCGCG CGAG3´) específi-
cos para Acidovorax avenae 
(Schaad et  al., 2001). Para de-
terminar la región en la que se 
anclaron los iniciadores, se 
realizó una búsqueda con la 
secuencia del genoma completo 
de Acidovorax avenae subsp. 
avenae (núm. accesión CP0025 
21). Se anclaron en la posición 
3,768,776 a 3,768,984, amplifi-
cando una región de 209 pb 
que corresponde a la secuencia 
parcial de la proteína motif: 
TFAM:TIGR00786. La proteína 
corresponde a PFAM: TRAP 
C4-dicarboxylate transport sys-
tem permease DctM subunit, 
como fuera determinado en el 
presente trabajo.

La amplificación del ADN se 
efectuó en un volumen final de 
25µl conteniendo 0,2µM de 
cada iniciador; 200µM dNTP ś 
(Invitrogen®); 1X buffer para 
PCR; 1,5mM MgCl2 (Invitro- 
gen®); 2U de Taq polimerasa 
(Invitrogen®) y 10ng de ADN 
molde. El proceso de amplifica-
ción consistió en: desnaturaliza-
ción inicial de un ciclo de 94ºC 
durante 3min, seguido de 30 
ciclos con 94ºC durante 1min, 
55ºC por 30s y 72ºC por 2min, 
con una extensión final de 72ºC 
durante 7min. Se empleó un mar-
cador molecular de 100 pb 
(Invitrogen®). Los productos am-
plificados fueron separados por 
electroforesis en un gel de agarosa 
1% a 80 V por 90min en amorti-
guador TBE. EL gel se tiñó con 
bromuro de etidio (SIGMA®).

Secuenciación y alineamiento

Se realizó la secuenciación 
del ADN de tres cepas 
(ACITLALIX, ACICOSO y 
ACIPASO1) en un equipo 
Genetic Analyzer 3100 (Applied 
Biosystem). Las secuencias fue-
ron alineadas y la homología se 

determinó en el servidor del 
National Center for Biological 
Information (NCBI, 2016).

Resultados y Discusion

Material vegetal

El rayado foliar del maíz se 
caracterizó por manchas acuo-
sas, inicialmente amorfas, que 
coalescieron en rayas de 2mm 
de ancho, color blanco pajizo a 
lo largo de la hoja (Figura  1). 
Esto es diferente al bandeado 
foliar causado por B. gladioli, el 
cual es de color rojizo y de 
8mm de ancho (Gijón et  al., 
2008). En la espiga, ocasional-
mente, se observó una pudrición, 
debido a que las hojas superio- 
res afectadas la envolvían (De 
León, 1984; CIMMYT, 2004). 
En 10 plantas sintomáticas se 
hicieron cortes transversales y se 
observó necrosis vascular.

Aislamiento e identificación 
del patógeno

De las 180 muestras recolec-
tadas se obtuvieron 100 aisla-
mientos bacterianos en BK, AN 
y CPG, de morfología constante 
y única, de los cuales se selec-
cionaron 10 para tipificarlos. 
Las colonias se caracterizaron 
como cremosas, redondas y 
convexas (Schaad et al., 2001).

Las cepas bacterianas selec-
cionadas fueron Gram-negativas 
y aeróbicas. Todas (Tabla  I) 
mostraron respuesta positiva a 
catalasa, oxidasa, hidrólisis del 
almidón, licuefacción de la ge-
latina, la producción de H2S y 
reducción de nitratos (Weller 
et  al., 1975; Schaad et  al., 
2001). En BK no produjeron 
fluorescencia y se observó una 

respuesta negativa a hidrolasa 
de arginina. Las 10 cepas utili-
zaron D-xilosa, D-manitol, sor-
bitol, pero no sacarosa, ni mal-
tosa (Schaad et  al., 2001). Con 
base en la morfología, fisiología 
y características bioquímicas, 
los 10 aislamientos fueron iden-
tificados como Acidovorax ave-
nae subsp. avenae (Sin. Pseudo- 
monas avenae subsp. avenae) 
(Willems et  al., 1992; Schaad 
et al., 2001). La enfermedad se 
descubrió por primera vez en 
caña de azúcar en Hawai, 
EEUU y en Queensland, Aus- 
tralia, en la década de 1920 
(Martin y Wismer, 1961).

Patogenicidad de los 
aislamientos

La patogenicidad de Acido- 
vorax avenae subsp. avenae 

quedó demostrada con las prue-
bas de patogenicidad en plantas 
de maíz cv AS 7573. Todas las 
plantas presentaron síntomas a 
los 15 días después de la inocu-
lación (DDI). Las hojas de las 
plantas inoculadas presentaron 
manchas acuosas color verde 
olivo (Figura  2a). A los 30 
DDI, las manchas coalescieron 
y se extendieron a lo largo de 
la hoja formando un rayado 
translúcido (Figura  2b). A los 
40 DDI el rayado bacteriano se 
tornó de color blanco-pajizo 
(Figura  2c) (McGee, 1988; De 
León, 1984; CIMMYT, 2004; 
White, 2004). Los síntomas 
antes mencionados correspon-
dieron a los observados en 
campo. Las plantas testigo per-
manecieron sanas. Las tempera-
turas de 28-30°C en el inverna-
dero aceleraron la producción 

Figura 1. Hojas de maíz con sínto-
mas de rayado bacteriano ocasio-
nado por Acidovorax avenae 
subsp. avenae.

TABLA  I
CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA Y FISIOLÓGICA 

DE AISLAMIENTOS DE Acidovorax avenae subsp. avenae 
DE MAÍZ cv AS 7573 CON SÍNTOMAS DE RAYADO 

FOLIAR, PROCEDENTES DE VERACRUZ, 
MÉXICO (2006-2007)

Características Cepas aisladas 
de maíz Reportadaa

Hipersensibilidad en tabaco + +
Reducción de nitrato + +
Producción de H2S + +
Hidrólisis de almidón + +
Fluorescencia en BK - -
Licuefacción de gelatina + +
Hidrolisis de arginina - -
Utilización de fuentes de carbono:
Sorbitol + +
Manitol + +
Xilosa + +
Sacarosa - -
Maltosa - NR
Oxidasa + +
Catalasa + +

+: reacción positiva, -: reacción negativa, NR: no reportado.
a Según Schaad et  al. (2001).

Figura  2. Síntomas desarrollados en pruebas de patogenicidad de 
Acidovorax avenae subsp. avenae en maíz cv AS 7573. a: manchas 
acuosas verde olivo en hojas, b: rayado foliar, c: rayado color 
blanco-pajizo.
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de los síntomas ocasionados 
por A. avenae subsp. avenae. 
Hu et  al., (1997) indican que 
las condiciones que favorecen 
la expresión de los síntomas de 
las subespecies de A. avenae 
son los tejidos jóvenes y tem-
peraturas entre 27 y 30°C. 
Heridas, aberturas naturales 
como estomas e hidátodos y la 
humedad relativa elevada, son 
los factores necesarios para el 
desarrollo y reproducción de la 
bacteria (Bradbury, 1973).

Las bacterias aisladas de las 
plantas de maíz fueron positi-
vas a la reacción de hipersensi-
bilidad en tabaco; 24h después 
de la infiltración se observó 
necrosis en las hojas.

Caracterización molecular

La confirmación de los aisla-
dos para la especie se realizó 
con los iniciadores específicos 
RST63 y RST64, citados por 
Schaad et al. (2001), que ampli-
ficaron un fragmento de ~209 
pb. No hubo amplificación con 
la cepa de Erwinia spp. usada 
como testigo negativo (Figura 3).

Secuenciación y alineamiento

Las cepas secuenciadas de 
ACITLALIX, ACICOSO y 
ACIPASO1 presentaron una 
homología del 100%, respecti-
vamente, con una secuencia del 
banco de genes (Genbank) 
(Acc. 002521) que corresponde 
a Acidovorax avenae subsp. 
avenae, lo cual confirmó su 
identidad (NCBI, 2016).

Los síntomas observados en 
el ciclo de siembra 2003-2004 

en los municipios maiceros del 
estado de Veracruz donde 
se hizo el muestreo fueron 
posiblemente causados por 
Acidovorax avenae subsp. ave-
nae, enfermedad bacteriana 
conocida como rayado foliar 
del maíz. Este patógeno es de 
importancia económica debido 
a que afecta a varios hospe- 
dantes, incluyendo avena, trigo, 
caña de azúcar, mijo, cola de 
zorra, arroz y ave del paraíso 
(Shakya y Chung, 1985; 
Kadota, 1996; Prathuangwong 
et  al., 2004; Seijo y Peres, 
2011). En Tailandia se han re-
gistrado pérdidas económicas 
hasta del 30% (Techati, 2008). 
Gijón (2009) reportó que en el 
año 2007 se tuvo una inciden-
cia de la enfermedad de 45,9% 
en el cv AS 7573 en el munici-
pio Tlalixcoyan, Veracruz. 
Además, a esta bacteria se 
le considera con potencial 
para su transmisión por semi- 
lla (Kihupi et  al., 1996; 
Krittidetch et  al., 2013). La- 
mentablemente, en México no 
hay estudios sobre formas 
de dispersión, epidemiología, 
detección y transmisión, lo 
cual la convierte en una ame-
naza para los cultivos que son 
susceptibles a este patógeno, 
aunado a que puede ser con-
fundida con otras enfermeda-
des bacterianas que atacan al 
maíz, tales como P.  stewartii 
subsp. stewartii y B.  gladioli. 
De la presente investigación 
nace la necesidad de consi- 
derarla en los programas de 
manejo del cultivo en las zo-
nas maiceras importantes de 
México.

Conclusión

Se determinó que Acidovorax 
avenae subsp. avenae fue una 
de las bacterias asociadas al 
síndrome de la enfermedad del 
maíz, que se presentó en 
Veracruz, México.
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Figura 3. Amplificación del producto PCR de ~209 pb con los iniciado-
res RST63 y RST64 para Acidovorax avenae. Línea 1 a la 4 cepas ais-
ladas de maíz cv AS 7573, procedentes de Veracruz, México. Linea 5, 
control positivo (Acidovorax avenae), Línea 6, control negativo (Erwinia 
spp). M: marcador molecular de 100pb (Invitrogen®).


