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1 1 Principales enfermedades del maiz en
[ J [ J

México

Carlos De Leon-Garcia de Alba Fitopatologia-Fitosanidad, Colegio de
Postgraduados- Campus Montecillo, Edo. de México

México es el centro de origen y biodiversidad del maiz (Zea mays) (Reyes,
1990). El cultivo es afectado por varias enfermedades de origen bidtico y abio-
tico. Dentro de los primeros se incluyen royas y tizones foliares, pudriciones
de mazorca y de tallo, que causan pérdidas significativas en el rendimiento.
(White, 1999). Se estima que, en promedio, a nivel mundial, la pérdida en
el rendimiento de maiz causadas por enfermedades es de aproximadamente
13% (Oerke, 2006). Considerando que en 2021 se produjeron en México 27
millones de toneladas (Mt) de éste cereal (SADER, 2023), la pérdida por en-
fermedades fue equivalente a 3.51 Mt.

El tema de enfermedades del maiz se ha descrito por varios autores en dife-
rentes publicaciones. Aun con la informacion disponible en varias publicacio-
nes, es comun el desconocimiento por estudiantes y muchos profesionistas en
agricultura que consideran que las enfermedades en maiz representan un area
nebulosa. El presente documento pretende dar una version con una orienta-
cidon practica sobre las enfermedades con mayor importancia en el cultivo de

maiz en México.

Estadisticas recientes indican que, a nivel mundial, en 2010 el maiz superd
en produccion a los cultivos de trigo y arroz, sembrandose en un total de 153
Mha (CGIAR, 2019). Dentro del Reino Vegetal, el maiz posee caracteristicas
muy distintivas con respecto a otras plantas siendo una planta alégama (de
polinizacion libre o cruzada) y, como muy pocas plantas, con un amplio rango
de adaptacion, ya que puede cultivarse en altitudes desde nivel del mar hasta
los 3 200 msnm y en latitudes del ecuador hasta los 50° Norte y Sur. En éste
rango de condiciones climaticas, se incluyen localidades con climas del calido-
humedo o tropical, a zonas intermedias con clima templado y hasta zonas
frias, en condiciones de diferentes suelos y, normalmente, en condiciones de
ambientes limitantes para los cultivos, ya que las tierras productivas se desti-

nan para siembra de cultivos con mayor renumeracion.
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En regiones tropicales, se han reportado mas de 132 enfermedades (Well-
man, 1972), a las que deben anadirse las enfermedades que se presentan en
regiones de clima templado y enfermedades cuyos agentes causales han sido
identificados posteriormente. Entre las enfermedades del maiz, se incluyen
enfermedades de origen bidtico o enfermedades infecciosas causadas por bac-
terias, mollicutes, hongos, oomicetos, nematodos y virus. Todos estos agentes

afectan el rendimiento de grano del cultivo, causando diferente grado de pér-

didas.

Aun cuando se ha considerado que en algunas localidades se presentan
enfermedades muy especificas, en este documento, se describira lo que se con-
sidera las enfermedades mas importantes del maiz presentes en México, las
condiciones climaticas en que se presentan, esquemas de sus ciclos de vida y
recomendaciones para su control que se consideren factibles, incluyendo los
métodos de exclusidn, culturales, quimicos y genéticos, aunque se hara énfasis
en el control por métodos genéticos ya que, dado el modesto valor que tiene
éste cereal, este ultimo método es el méas econdmico y apropiado. Las enferme-

dades que se cubren en este trabajo son:

1. Enfermedades causadas por bacterias

2. Enfermedades causadas por mollicutes

3. Enfermedades causadas por virus

4. Pudriciones de semilla y enfermedades de plantulas
5. Pudriciones de raiz y tallo

6. Enfermedades foliares (oomicetos y ascomicetos)

7. Royas

8. Carbones

9.

Pudriciones de tallo y mazorca y micotoxinas producidas
Enfermedades causadas por bacterias

En México se presentan varias enfermedades bacterianas en maiz, causan-
do dano en forma localizada en siembras en regiones templadas, subtropicales
y tropicales. Sin embargo, la experiencia indica que las principales enferme-
dades bacterianas que se presentan con mayor incidencia y con cierta regula-
ridad en regiones templadas y subtropicales es la pudricion de tallo causada
por la bacteria fitopatdgena del genero Erwinia y, en condiciones de tropico

humedo, se presenta el rayado foliar (Acidovorax avenae).



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Pudricion de tallo

Agente causal. Erwinia carotovora, E. chrisanthemii
Condiciones climaticas requeridas. Los dos patdgenos causan pérdidas seve-
ras en cultivos sembrados en clima subtropical o templado, tierras inundadas

y especialmente cuando se usa riego por aspersion o por pivote.

Manejo. Estas dos especies de Erwinia ocasionan pudricién de tallo, especial-
mente en siembras en las que se utiliza riego por aspersion o de pivote. La alta
humedad ambiental y encharcamientos que se generan favorecen el desarrollo
de este tipo de pudricion, principalmente cuando estin en desarrollo activo
(“plantas rodilleras”). Para identificar las plantas dafladas por la bacteria, se
observa en el cogollo la pudricién del tejido anexo al meristemo, debido a
la multiplicacion de las bacterias. Al desprender las hojas recién formadas,
se puede observar la destruccion del tejido foliar y la generacion de un olor
fétido caracteristico, causado por accion de enzimas que destruyen el tejido y

fermenta los aztcares de la planta (Figura 1).

Figura 1. Sintomas asociados a E. carotovora en el cultivo de maiz. A) Marchitamiento de hojas; B) pudricion del cogollo.
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Para evitar esta enfermedad, aun cuando la siembra de maiz sea para riego
con aspersion o pivote, se debe consultar con las instituciones productoras
de semillas y asegurar que el germoplasma adquirido tenga cierto grado de
resistencia a éstas bacterias. También, se debe planear eficientemente el riego
por aspersion para reducir al méaximo este problema potencial. En sistemas de
riego por inundacion, se debe tener cuidado en no permitir encharcamientos

por largos periodos de tiempo que favorecen estas bacterias.

Rayado foliar bacteriano
Agente causal. Acidovorax avenae
Condiciones ambientales requeridas. Esta enfermedad se presenta en condi-

ciones de tropico humedo con alta humedad relativa.

Figura 2. Rayado bacteriano en hojas de maiz causado por Acidovorax avenae.

Manejo. Para su control, no se recomienda el uso de bactericidas que son
Costosos y que, en caso de aplicarse, debe ser como un método preventivo. En
caso de sembrar semilla de hibridos comerciales, para prevenir su presencia,

se debe consultar con las agencias semilleras y tener informacion garantizada
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que el germoplasma seleccionado no tenga progenitores de origen Caribe, ya

que estos han mostrado ser susceptibles a ésta enfermedad.
2. Enfermedades causadas por Mollicutes

La clase Mollicutes incluye a los procariontes. A diferencia de las bacterias,
que tienen una pared celular relativamente dura constituida de celulosa y glu-
canos, los organismos del grupo Mollicutes (lat. mollicutes=piel suave), estin
cubiertos solamente por una membrana, por lo que no tienen una forma de-
finida (pleomorfos). Dentro de los mollicutes fitopatdgenos se encuentran los
géneros Spiroplasma y los denominados Candidatus Fitoplasma. Los fitopatoge-
nos del género Spiroplasma son cultivables en medios sintéticos, mientras que
aquellos del género Candidatus Fitoplasma incluyen organismos del grupo de
los fitoplasmas, que aun no pueden ser cultivados en medios sintéticos y, por

lo tanto, no pueden multiplicarse para su estudio y clasificacion taxondmica.
Achaparramiento y enanismo arbustivo

Agente causal. Spiroplasma kunkelii y Candidatus Phytoplasma asteris (Maize
bushy stunt phytoplasma - MBSP)

Condiciones climaticas requeridas. El achaparramiento del maiz, causado
por S. kunkelii, se presenta en regiones tropicales y subtropicales con alta hu-
medad relativa; mientras que el enanismo arbustivo del maiz, causado por
Ca. P. asteris, se encuentra especialmente en regiones frescas, templadas como
del Altiplano de México (Alcantara et al., 2010; Davis et al., 1973). Los sinto-
mas del enanismo arbustivo del maiz, son enrojecimiento y/o amarillamiento
de las hojas que puede confundirse con infecciones virales, enanismo de la
planta y poco desarrollo de la planta (Figura 3) (Pérez-Lopez et al., 2017). Am-
bas enfermedades son transmitidas por al menos tres especies de cicadélidos

Dalbulus maidis, D. elimatus y D. guevarai (Ramirez-Choza et al., 1975; Bascopgé,

1977).

Manejo. Los patdgenos antes descritos pueden ser transmitidos por cicadéli-
dos vectores en estados iniciales de crecimiento de las plantulas de maiz, por
lo que es conveniente hacer revisiones frecuentes de la siembra, en estados ini-
ciales de desarrollo de las plantulas para observar el desarrollo de la poblacion

de los vectores. En caso de que la poblacion se incremente, se deben realizar
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Figura 3. Sintomas asociados a mollicutes en maiz. A) Achaparramiento (CSD) de maiz causado por Ca. P. asteris;
B) Enanismo arbustivo (MBSD) causado por S. kunkelii.

practicas de control quimico o biolégico otros disponibles en el mercado.
Otra alternativa de manejo de la enfermedad es cambiar la fecha de siembra
a una época temprana para evitar el desarrollo de altas poblaciones de los
vectores. Sin embargo, la experiencia indica que la forma con mayor eficiencia
para controlar ésta enfermedad es utilizando germoplasma de maiz que tenga
un nivel apropiado de resistencia genética a la enfermedad (De Leén, 1983).
Germoplasma resistente a ésta enfermedad ha sido derivado de maices nativos

de Cuba y Republica Dominicana.
3. Enfermedades causadas por virus

Similar a lo mencionado con los dos grupos de patdgenos anteriores, en
México se han reportado varias enfermedades causadas por virus. En esta
presentacion se discutirdn solamente dos de las enfermedades virales mas im-
portantes en México, incluyendo el rayado fino del maiz (MRFV) y el mosaico

de la cana de aztcar (SCMV).

Rayado fino del maiz
Agente causal. Maize rayado fino virusMRFV

El MRFV pertenece al género Marafivirus, con estructura esférica o isomé-

tricos. Su informacion genética esta constituida por una cadena sencilla de
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ARN de sentido positivo y no segmentada. El virus no se transmite de forma

mecanica, ni por semilla, solo es transmitido a través de cicadélidos (Banttari

et al., 1995).

Condiciones climaticas requeridas. La enfermedad se encuentra en todas las
zonas maiceras del pais, incluyendo tropicos, subtropicos y altiplano. Depen-
diendo de la incidencia, la pérdida en produccién puede variar de insignifi-

cante a severa.

Manejo. La enfermedad presenta un rayado muy fino a lo largo de las venas

secundarias en la ldmina de las hojas (Figura 4).

Figura 4. Sintoma caracteristico ocasionado por la infeccion de MRFV.

Debido a que éste virus es también transmitido por el D. maidis, que tam-
bién transmite el achaparramiento, los métodos de manejo son similares en

ambas enfermedades.

Mosaico de cafia de azticar
Agente causal. Sugarcane mosaic virus- SCMV

10
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El virus SCMV es un potyvirus de estructura alargada y flexible. El virus se
transmite mecanicamente y por varias especies de afidos (pulgones) del género
Aphis spp., que lo transmiten directamente con sus estiletes contaminados.

Este virus estd relacionado con el que inicialmente se reporté como Maize

dwarf mosaic virus (MDMV).

Condiciones climaticas. El virus se presenta en condiciones variables, desde
clima tropical humedo, en 4reas productoras de maiz y caina de azucar, en al-
turas intermedias con condiciones de alta humedad y poca incidencia en los

valles altos de México, con bajas poblaciones de afidos.

Manejo. La enfermedad se manifiesta con un caracteristico mosaico (varia-
cién en colores) en todo el follaje de las plantas infectadas (Programa de Maiz,

2004) (Figura 5).

Figura 5. Mosaico por Sugarcane mosaic virus en maiz

Siendo un patogeno de transmision mecanica, la enfermedad se puede pre-
venir controlando la poblacion de pulgones vectores del virus mediante mo-
léculas quimicas o entomopatdgenos. El virus infecta también varias plantas,

incluyendo pasto Johnson y sorgo, que es conveniente eliminar para evitar la

11
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fuente de inoculo y su diseminacion. A la fecha, en México no se tiene infor-

macion sobre resistencia genética en cultivares de maiz comercial disponible.
4. Pudricion de semilla y plantulas
Pudricion de semilla

Agentes causales. Pythium irregulare, P. debaryanum, P. ultimum, P. rostratum, P.
vexans.

Anamorfo: Fusarium roseum f. sp. cerealis “Graminearum” (Sin. F. graminearum).
Teleomorfo: Gibberella zeae. Anamorfo: Fusarium verticillioides [Sin. F. monilifor-

me); Teleomorfo: Gibberella moniliforme [Sin. G. fujikuroi].

Condiciones climaticas requeridas. Las pudriciones de la raiz y plantulas las
favorecen el clima frio y suelo humedo durante la germinacion. Las raices
muestran pudricion en las puntas con lesiones acuosas, oscuras. La marchitez
se muestra en las puntas de las hojas, con amarillamiento de las hojas, enanis-

mo y finalmente muerte de la plantula (Figura 6).

Figura 6. Sintomas de marchitamiento de plantula ocasionada por Fusarium spp.

12
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Manejo. Para control de las pudriciones de plantulas debe evitarse la siembra
en lugares con alta humedad y sombreados. Para seleccion de plantulas se

recomienda:

Seleccion de resistencia genética. La germinacion en frio se ha utilizado para
identificar genotipos resistentes, poniendo semilla en contacto con tierra de
campo humeda, enrollando la semilla con la tierra en toallas de papel, por 10
dias en un ambiente a 25-30 °C por aproximadamente 20 dias y se determina
su viabilidad. El contacto del suelo himedo con la semilla es una técnica utili-
zada para inocular patdgenos del suelo, especialmente Pythium spp. y Fusarium
spp. Para control de enfermedades de plantulas y durante la germinacion se
ha recomendado el tratar la semilla con fungicidas de contacto de amplio
espectro. Desafortunadamente, estudios recientes prueban que éste tipo de
tratamientos de semilla no son efectivos en controlar infecciones por hongos y
oomicetos presentes en suelos tropicales, pero si han probado cierta eficiencia

en controlar patdgenos presentes en suelos en climas templados o frios.

Para evitar el incremento de los patdgenos en el suelo es recomendable
evitar acumulaciones de agua para lo que es necesario drenar los terrenos.
Esto también puede evitar el incremento de pudriciones bacterianas de raiz
en plantulas. Es necesario tener conocimiento de un posible control genético,
para lo que es conviene conocer los siguientes aspectos:

a. Existe variacion entre semillas de diferentes mazorcas del mismo ge-

notipo.

b. Las semillas tienen tejidos con diferente genotipo en endospermo,
pericarpio y embrion, lo que explica la variacion entre semillas del
mismo lote.

c. La germinacion a baja temperatura parece estar relacionada con la
resistencia a estas enfermedades (Johann and Holbert, 1928).

d. Semillas con endospermo duro generalmente son mas resistentes que

las de endospermo suave o dulce.

Manejo genético. A continuacion, se enlistan las caracteristicas genéticas a
considerar para los patogenos involucrados:

a. En P. debaryanum, la herencia de la resistencia parece ser compleja con mu-
chos genes involucrados entre los que se han reportado efectos maternos. En
cruzas simples, la reaccion de embriones resultantes ha sido correlacionada

con la reaccion de los padres.

13
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b. F. graminearum (sin. F. roseum). Se sabe que la resistencia es cuantitativa.
En algunas cruzas, la resistencia parece ser dominante, pero los resultados no
han sido consistentes.

c. E. verticillioides (sin. F. moniliforme): La accién aditiva es mas importante que

la dominancia.
5. Pudriciones de raiz, pudriciones de tallo

Las pudriciones de tallo normalmente son resultado de afecciones de la

raiz que se manifiestan como pudriciones del tallo (Carmona et al., 2006;

Shaner and Scott, 1998).

Agentes causales: Anamorfo: Fusarium verticillioides (sin. F. moniliforme)
Teleomorfo: Gibberella fujikuroi
Anamorfo: Fusarium graminearum
Teleomorfo: Gibberella zeae

Anamorfo: Stenocarpella maydis (sin. Diplodia maydis)
Pudricion de carbén: Macrophomina phaseolina.

Condiciones climaticas. Las condiciones climaticas varian de acuerdo al pa-
togeno que se presente. F. verticillioides y S. maydis se presentan en climas tro-
picales con alta humedad y alta temperatura, mientras que F. graminearum se
presenta en localidades de clima templado, con temperaturas mas bajas y alta

humedad. M. phaseolina es comun en areas con condiciones de trépico seco.

Manejo. En el caso de presencia de Fusarium, las plantas afectadas aparecen
como plantas tiradas en el suelo causado por la pudriciéon de la raiz que resul-
tan en la pérdida de mazorcas y grano. En condiciones de alta humedad en el
suelo, los granos en las mazorcas germinan y se pudren. Dentro de los tallos
afectados por F. werticillioides se observa micelio blanco o rosado que destruye
totalmente el tejido suave parenquimatoso, quedando solamente los haces
vasculares (Figura 7A) Los tallos infectados por F. graminearum muestran un
micelio color rosado o violdceo intenso con destruccion del tejido del parén-

quima quedando solamente los haces vasculares como fibras sueltas (Figura

7B).

14
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Figura 7. Sintomas asociados a la pudricion de tallo del maiz causado por A) F. graminearum y B) F. verticillioides.

Dentro de los tallos infectados por Stenocarpella spp. (Sin. Diplodia
spp.) desarrolla crecimiento de micelio blanco, algodonoso, que destruye el

tejido parenquimatoso dejando una masa de hebras sin estructura (Figura 8).

Figura 8.
Pudricion de tallo de maiz ocasionada por S. maydis
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Otra de las pudriciones de tallo que provoca un mayor dafio es la pudri-
cion de carbon, causada por el hongo Macrophomina phaseolina. La sintomato-
logia tipica es una pudricion seca y quebrado del tallo (Figura 9). Al interior
de los tallos, se presenta la desintegraciéon del tejido parenquimatoso suave,
que se torna de color gris oscuro en el que se forman numerosos esclerocios
negros del hongo. Estos esclerocios son cuerpos pequenos que pueden verse a
simple vista. Este patdgeno infecta plantas de maiz, sorgo y varias leguminosas
en condiciones de altas temperaturas y ambiente seco. Los esclerocios perma-
necen en el suelo y son la fuente del inoculo que producira la infeccion en el

siguiente ciclo.

Figura 9. A) Tallos de maiz con pudricién de carbén ocasionada por M. phaseolina. B) Microesclerocios de M. phaseolina en tallo con
pudricion de carbon.

Para prevenir y evitar estas pudriciones de tallo se recomienda el uso de
cultivares que tengan el caracter de “stay green” en donde las plantas perma-
necen con los tallos y hojas verdes hasta que llega a un estado cercano a la
cosecha, caracter por el cual, ademas de conferir resistencia a pudriciones de
tallo, prolonga la vida activa de la planta.

Se debe tomar en consideracion la posible rotacion de cultivos (Frederick-
sen, 1977), evitar la siembra repetida de gramineas u hospedantes suscepti-
bles y mantener una poblacion de plantas y un nivel de humedad adecuado,
especialmente en una etapa cercana a floracion (Robertson and Munkvold,
2009). Actualmente, el control de la enfermedad con agroquimicos ha dado

buen resultado.
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6. Enfermedades foliares
Tizoén foliar por Turcicum

Agente causal. Anamorfo: Exserohilum turcicum [Sin. Helminthosporium turci-
cum]

Bipolaris turcicum [Sin. Dreschlera turcical.

Teleomorfo: Trichometasphaeria turcica Luttrell [sin. Setosphaeria turcica [(Lut-
trell) Leonard & Suggs] (Luttrell, 1958).

En paises de habla hispana, esta enfermedad es erréneamente llamada

p P

“Tizon norteno del maiz” por su traduccion literal del inglés “Northern leaf

blight” ya que ésta se presenta en la regién Norte del Continente Americano,
ght ya q P g

con condiciones de clima fresco y alta humedad. En el presente trabajo ésta

enfermedad se denominard como Tizon foliar por turcium (“turcicum leaf

blight”).

El género Exserohilum (lat. Exsero: grande + hilum: cicatriz en la célula basal
del conidio) se determino recientemente al reportar la presencia de un hilum

protuberante en conidios de Helminthosporium turcicum (Leonard y Suggs,

1974; Hernandez-Restrepo et al., 2018).

Condiciones climaticas requeridas. Esta enfermedad es de distribucion
cosmopolita (Raymundo and Hooker, 1981). En México, la enfermedad se
observa con diferentes niveles de incidencia y severidad. Se presenta en forma
severa en germoplasma susceptible en el altiplano de México con clima fresco
y alta humedad relativa necesaria para la formacion de rocio y germinacién
de los conidios. La temperatura 6ptima para la formacion de los apresorios e
iniciar la infeccion es de 20-25 °C (Levy and Cohen, 1983). En 4reas tropica-
les del Golfo de México, se presenta en siembras de otofo-invierno cuando
se presentan los “Nortes”, vientos con temperaturas inferiores a 24-25 °C y
alta humedad relativa, ¢ptimas para el desarrollo del hongo. En 2014, se re-
portaron pérdidas causadas por ésta enfermedad en 15 000 ha de 12 muni-
cipios del oriente del estado de Puebla (SAGARPA, 2014). Recientemente se
ha reportado una alta incidencia de ésta enfermedad en siembras de hibridos

comerciales en la zona de Los Mochis, Sin. (Gastelum et al., 2018).

La enfermedad se presenta en regiones con noches de alta humedad rela-

tiva, templadas o frescas, en que se presenta formacion de rocio, apareciendo
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como lesiones necroticas, alargadas, que inician en las hojas inferiores y avan-

zan hacia las superiores conforme desarrolla la planta (Figura 10).

Figura 10. Ciclo del tizén foliar por turcicum.

Ciclo de la enfermedad

Manejo. La aspersion de algunos fungicidas de contacto como ditiocarbama-

tos o sistémicos controlan eficientemente la enfermedad.

La enfermedad se puede controlar con aspersion de 2-3 aspersiones de

fungicidas de accion en multisitios, no selectivos ej. ditiocarbatos de zinc,
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manganeso, cobre, etc., que ademas de controlar la enfermedad ejercen un
efecto de fertilizante foliar en el cultivo contribuyendo en el incremento de
rendimiento de grano. La aplicacién de éstos fungicidas debe iniciarse en es-
tado V6, V7 (a la formacion de la 62 o 72 hoja) y especialmente cuando empie-
zan a aparecer los estigmas o cabellos del jilote (floracion femenina) (F1 o F2),
que es el estado que mas afecta la produccion de grano de la planta. También,
se puede obtener buen control con aplicaciones de fungicidas sistémicos que
pueden aplicarse en 1-2 ocasiones, pero presentan el problema de favorecer
resistencia en el hongo. Sin embargo, costos y dificultades involucrados en su

aplicacion hacen inconveniente este método de control.

Definitivamente, el método de control mas eficiente y barato de la enfer-
medad es el uso de cultivares con resistencia genética. La seleccion de resisten-

cia se puede hacer por diferentes procedimientos:

- El método de inoculacion es colectando hojas infectadas con lesiones carac-
teristicas. Se seleccionan las areas con lesiones, se secan al aire, se muelen en
molino y se guardan en latas cerradas en condiciones frescas. Este inoculo se
deposita en los cogollos de plantulas de maiz cuando éstas llegan a la altura de
la rodilla. Normalmente se necesitan 3-4 inoculaciones en condiciones de alta
humedad, para evaluar genotipos en cuanto a su tolerancia a la enfermedad.

- Otro método con mayor precision, es aislando el hongo en medio PDA
acidulado, incrementandolo en medio de cultivo o en medios naturales esteri-
lizados (P.e. granos de avena con glumas o sorgo esterilizados). Cuando el hon-
go ha formado buen micelio, los cultivos se secan al aire, se muelen y ponen
en agua. La suspension de esporas se filtra por manta de cielo. Las esporas (75
000 mL") se asperjan en el cogollo de plantulas cuando llegan a la altura de la
rodilla. Esta aspersion se puede repetir 2-3 veces alternando con el indculo de

hojas secas mencionado con anterioridad.

La reciente aparicion de nuevas razas fisioldgicas y el rompimiento de mo-
nogenes de resistencia hacen necesario el uso de germoplasma con resistencia

genética horizontal a la enfermedad.
Se conocen dos tipos de resistencia (Hooker, 1977):

- Cuantitativa, poligénica, horizontal, no especifica a razas, o de no lesién
clorética: Se debe a la expresion de varios genes (poligénica) que se expresa

en numero y tamafo de lesiones en la planta (Figura 11). A diferencia de la
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Figura 11. Lesiones de tizon foliar causado por la raza 1 de E. turcicum.

resistencia monogénica o vertical, la resistencia horizontal opera contra todas
las razas de un patégeno, incluyendo a las de mayor patogenicidad, es estable
debido al efecto amortiguador del sistema poligénico que se caracteriza por
desarrollar menos lesiones, a veces mas pequenas con un prolongado periodo
de incubacion, pero no una esporulacion reducida (Ullstrup, 1977).

- Cualitativa, monogénica, vertical, especifica a razas, o de lesion clorética:
Normalmente es monogénica dominante, que se manifiesta con lesiones clo-
roticas rodeadas por un margen clorético en plantulas y plantas adultas, redu-
ciendo la esporulacion y la diseminacion de la enfermedad (Figura 12). Esta
resistencia es debida a compuestos quimicos, como las fitoalexinas (DIMBOA)
que inhiben el crecimiento y diseminacion del hongo. También, se ha reporta-
do que E. turcicum produce una fitotoxina no especifica llamada monocerina
(Robeson and Strobel, 1982; Zhang et al., 2007). Las hojas de maiz infectadas
con cepas del hongo productoras de monocerina desarrollan una necrosis que
se disemina por todo el sistema vascular, provocando la inhibicién de la sinte-

sis de clorofila y reduciendo el crecimiento de raices en genotipos susceptibles

(Cugq et al., 1993; Bashan et al., 1995; Zang et al., 2007).

Hasta la fecha, en todo el mundo se han reportado 13 razas fisioldgicas de
E. turcicum (0, 1, 2, 3, N, 1.2, 1.3, 2.3, 2.3.N, 1.2.3.N, 2.N, 1.2.N y 3.N), pero
las mds frecuentes son las primeras siete (Bergquist and Masias, 1974; Thakur
et al., 1989; Gianasi et al., 1996; Muiru et al., 2010). Estas razas se denomi-
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Figura 12. Sintoma de lesion clorotica en presen-
cia de monogenes de resistencia Ht.

nan por los monogenes resistentes Ht (Ht1, Ht2, Ht3) (Hooker, 1978; Gevers,
1975; Robbins and Warren, 1993).

El gene homocigotico dominante Ht se identificé en la linea GE440 y
después en la variedad Ladyfinger. Se han identificado diferentes genes de
resistencia Ht (Ht1A, Ht1B, HtBwy HtMo1). El gene Ht es resistente a la raza
1, la mds comun en el mundo. En 1972, una nueva raza 2 aparecio en Hawaii,
virulenta al gene Ht pero no al Ht2. La linea NN14B, de Australia, prob¢ ser
la primera linea resistente a las razas 1 y 2. En 1976, la raza 3 se present6 en
Carolina del Sur virulenta a los genes Ht2 y Ht3 pero no al Ht. Ht3 se encon-
tré en un segmento de cromosoma de la cruza Zea mayz x Tripsacum florida-
num. No hay diferencias visibles entre las lesiones cloroticas que se presentan
por reaccion de resistencia de los genes Htl, Ht2 o Ht3. El gene HtN (=HtIn)
se encontro en Sudafrica en maiz de la raza Pepitilla y en la linea Gto. 59, que
no muestran lesion clorotica y que retrasa la formacion de lesiones hasta por

4 semanas (Gevers, 1975).

Recientemente, se han identificado los monogenes dominantes HtP (Oglia-
ri et al., 2005) y Htm1 (Robbins y Warren, 1993) y el recesivo ht4 (Carson,
1994; Wang et al., 2010) con resistencia a E. turcicum.
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El principal inconveniente de la resistencia vertical es que ésta no es dura-
ble ya que se puede perder ficilmente con la aparicion de nuevas razas mas

virulentas del patdgeno que hacen necesario un mejoramiento genético conti-

nuo del cultivo (Niks and Lindhout, 2004).

Finalmente, Vanderplank (2012) sefiala que ambos tipos de resistencia,
vertical y horizontal, pueden estar presentes y que la resistencia de cualquier

planta puede ser una mezcla de ambos tipos en diferentes proporciones.

Las formulas de virulencia del patégeno son (Leonard et al., 1989):
Raza 1: Ht Ht2 HT3 / 0= no virulenta a genes HT1, HT2, HT3.
Raza 2: Ht2 Ht3 / Ht= no virulenta a Ht2, Ht3, virulenta a Ht1.
Raza 3: Ht / HT2 Ht3= no virulenta a HtI, virulenta a Ht2, Ht3.

Todos éstos monogenes de resistencia estdn localizados en diferentes loci.

En regiones subtropicales y templadas, el hongo sobrevive como micelio
y conidios en restos de maiz infectados (Figura 6.1). En el siguiente ciclo, en
condiciones favorables, se producen conidios, o in6culo primario, que se dis-
persan por la lluvia o el viento para infectar nuevas plantas y repetir esta infec-
cién en varias ocasiones. E. turcicum puede atacar también al sorgo (Sorghum
spp.), zacate Johnson (Sorghum halepense), zacate Sudan (Sorghum x drummondii
(Steud)) Millsp. & Chase= S. vulgare var. sudanense) y teocintle (Euclaena mexi-
cana), pero los aislamientos de estos hospedantes no atacan al maiz (Donald,

2004).
Tizoén foliar por maydis

En paises de habla hispana, esta enfermedad es erroneamente llamada “Ti-
z6n sureno del maiz” por su traduccion literaria del inglés “Southern leaf
blight” ya que se presenta en la region Sur de paises del hemisferio norte con
clima mas caliente que en el norte. En el presente trabajo la enfermedad se

denominara como “Tizén foliar por maydis” (“Maydis leaf blight”)

Agente causal. Anamorfo: Bipolaris maydis), Dreschlera maydis (and Jain. Te-
leomorfo: Cochliobolus heterostrophus)

Condiciones climaticas requeridas. Presente en zonas de trépico humedo. La

raza comun O produce lesiones rectangulares, color café, a lo largo de las ner-
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vaduras secundarias (Figura 13). Este tizon foliar raza rara vez ataca la mazorca

aun en epifitias severas.

Figura 13. Lesiones por B. maydis raza 0.

La raza T de B. maydis, en maices con citoplasma con androesterilidad
de Texas (Tems = Texas cytoplasm male sterile) se reportd por primera vez en
Filipinas en 1961 (Mercado and Lantican, 1961). Esta raza produce lesiones
mas grandes que la raza 0, son ligeramente alargadas, irregulares, con un halo
clorético y puede atacar todas las partes aéreas de la planta, incluyendo vainas
de las hojas, bracteas y grano (Figura 14A y B). Las lesiones que causa en cito-

plasma normal (N) son mdas pequenas.
Ciclo de la enfermedad. Mismo que el del tizon foliar por Turcicum.

Manejo. La enfermedad se puede controlar sembrando en época de invierno
cuando se presentan temperaturas bajas que en la temporada normal. Tam-
bién, se pueden aplicar fungicidas como los recomendados para el control de
E. turcicum. Sin embargo, el método de control mas eficiente y barato es el uso
de variedades resistentes a la enfermedad. Para esto, es necesario considerar

que se conocen 2 tipos de resistencia genética:
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Figura 14. Sintomas ocasionados por B. maydis A) Lesiones foliares y vainas raza T en germoplasma Tems y B) Lesio-
nes en mazorca por B. maydis raza T en germoplasma Tcms.

a. Cuantitativa o poligénica: Se expresa en tamafio y numero de lesiones, es
parcialmente dominante a susceptibilidad y se involucran pocos genes. La
resistencia existe en varios materiales de polinizacion libre, pero es necesario
hacer seleccion de plantas individuales.

b. Cualitativa 0 monogénica: Produce reaccion de lesiones cloroticas. Se detec-
t6 en algunas lineas de Nigeria por la formacion de un area clorotica rodean-
do el punto de infeccion con inhibicion de esporulacién del hongo. Como
fuentes de resistencia se han usado lineas de Nigeria en las que se encontro
ésta resistencia homocigdtica recesiva (thm thm) que ha sido incorporada en

otros materiales genéticos (Thompson and Bergquist, 1984).
Condiciones climaticas requeridas. Similares a las de B. maydis antes descritas.
Manejo. La resistencia a la raza T se debe a factores citopldsmicos y genes nu-

cleares, la primera siendo la mas importante. Causa poco dafio a plantas con

resistencia citopldsmica.
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Varias fuentes de androesterilidad son resistentes a la raza T, incluyendo los
citoplasmas de androesterilidad cms-B, C, CA, D, EK, F, G, H, I, IA, S, K, L,
M, ME, MY, PS, R, RB, S, SD, TA, VG, W y otros. Sin embargo, el método
mas eficiente y barato de controlar la enfermedad es volviendo al uso de ger-

moplasma normal, sin androesterlidad.

Mancha o Peca del maiz

Agente causal: Physoderma maydis

Condiciones climaticas requeridas. La enfermedad se presenta en tropico hua-
medo y zonas subtropicales humedas. Produce manchas redondas, negruzcas,
de 1-1.5 cm de diametro, que se forman en bandas en la nervadura central de
las hojas, vainas de las hojas y bracteas de la mazorca (Robertson et al., 2015).

En la ldmina foliar solamente se forman pequefias manchas cloroticas. Puede

causar pérdidas severas por pudricion de tallo (Figura 15 A-D).

A B

Figura 15. Sintomas ocasionados por P. maydis. A y B) Pecas en bandas en hojas de maiz; C) Pecas en
vainas de hojas de maiz; D) Lesiones por P. maydis en tallo.

25



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Ciclo de la enfermedad

Manejo. Este patdgeno produce esporangios redondos que, en condiciones
apropiadas de temperatura y humedad, produce zoosporas biflageladas que,
con la humedad sobre las hojas, se mueven hacia la ligula en donde germinan
e inician la infecciéon. El dafio serio de ésta enfermedad no es el danio foliar
que causa, sino que el hongo desarrolla y penetra de las ligulas infectadas al

tejido del tallo, el cual pudre causando acame de las plantas infectadas (Figura

16).

Figura 16. Ciclo de vida de Physoderma maydis que ocasiona la mancha o peca del maiz.
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Para inocular éste patdgeno es necesario colectar restos de tallos infecta-
dos del ciclo anterior, secarlos, molerlos y guardarlos para usar como fuente
de indculo en el ciclo siguiente. El método de inoculacion maés utilizado es
inyectando o asperjando esporangios secos en el cogollo de plantas de 40-50
cm de altura. Este método es mids eficiente cuando las plantas se mantienen
humedas después de inocular con riego por aspersion o lluvia. Los sintomas
de infeccidn se observan hasta después de floracion. Otro método de control
es utilizando germoplasma con resistencia genética que esta disponible en
germoplasma de EEUU e India. No se conocen razas fisioldgicas del hongo.
La herencia es cuantitativa con importantes efectos génicos aditivos. Se men-
ciona que un minimo de 4 genes independientes esta involucrado en la resis-

tencia.
Mildius

Agente causal. Peronosclerospora spp. (Sin. Sclerospora spp.), P. sorghi, P. philip-
pinensis, P. sacchari, P. maydis, P. miscanthii, P. spontanea, Sclerospora graminicola,

Sclerophthora macrospora, S. rayssiae var. zeae

De estos, en México solamente estan presentes Sclerospora sp., Peronoscleros-

pora sorghi y Sclerophthora macrospora.

Condiciones climaticas requeridas. Estas especies desarrollan su infeccion
en forma sistémica causando un dafio severo en las plantas infectadas que
llegan a ser totalmente improductivas. El hongo puede infectar maiz, sorgo y
pasto Johnson en los que muestra los primeros sintomas de infeccion como
“media hoja” (Figura 17A) que continuta su desarrollo dentro de la planta in-
fectada hasta formar una vellosidad en tejido foliar (Figura 17B) donde forma
oosporas, especialmente en tejido infectado de sorgo y pasto Johnson (Figura
17C). Las oosporas permanecen en el suelo y germinan cuando se inicia la
germinacion de la semilla del nuevo cultivo susceptible. El hongo continua su
desarrollo dentro del tejido de la planta hasta llegar a la espiga que desarrolla
una filodia, o abundante formacion de hojas conocida como “punta loca”

(Figura 17Dy 18).
Ciclo de la enfermedad

Manejo. Actualmente, se ha logrado un exitoso control de ésta enfermedad

aplicando los 4 métodos de control conocidos:
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Figura 17. A) Sintoma de media hoja por P. sorghi; B) Vellosidad sobre las hojas causada por P. sorghi; C)
Qosporas de P. sorghi y D) Punta loca por P. sorghi en maiz.

Figura 18. Ciclo del mildiu del maiz
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Prevencion: Evitando, por métodos legales, la introduccion de germoplasma
de maiz susceptible o producido en paises donde estdn reportadas éstas enfer-

medades,

Erradicacion: En muchas localidades en que se encontraban plantas de hospe-
dantes enfermas, se recomend¢ la eliminacién y destruccion de esas plantas,

Control cultural: Se recomendo el tratamiento de semilla de maiz y sorgo con
dosis bajas de fungicidas. M4s tarde, para evitar el desarrollo de resistencia del
patogeno se recomendo el tratamiento de semilla con un fungicida de accion

multisitio, como son los dithiocarbamatos.

Resistencia genética: Se hizo disponible germoplasma desarrollado con resis-

tencia genética poligénica, estable (Chang, 1972).

El proceso de seleccion de resistencia se puede lograr utilizando la siguien-
te tecnologia:
a. Sembrando en terrenos donde hubo sorgo infectado.
b. Por diseminacién de conidias, inoculando surcos dispersores sembrados
con una variedad susceptible. Estos surcos se siembran e inoculan previo a la
siembra del material por evaluar y seleccionar.
c. Inoculacion repetida con indculo colectado de variedades susceptibles. El
material por seleccionar se asperja con el indculo en horas tempranas (1-3
AM) con surfactante ya que los conidios son fotosensibles. Oscuridad y tem-
peraturas de 20-24 °C favorecen la germinacion de conidios, penetracion y

desarrollo de la enfermedad.

Resistencia poligénica: Las fuentes de resistencia mds estables se encuentran
en variedades de Filipinas e Indonesia. La mayoria de éstas fuentes son agro-
nomicamente malas, sin embargo, las variedades Suwan 1, Suwan 2, Suwan 3

(de Tailandia) y TLWD, TIWFE, TYFD (de CIMMYT) (De Leon, et al., 1993),

tienen buenos niveles de resistencia y buenos caracteres agronémicos.

- Existen trabajos que reportan la presencia de un gene sencillo dominante
(Dmr) que controla la resistencia a P. sacchari. Este gene se incorporé en lineas
de Taiwan. Sin embargo, esta resistencia no es estable para otras especies de
mildius.

- Resistencia a P. sorghi, P philippinensis y P. maydis es cuantitativa con herencia

poligénica y genes aditivos (Kim and Brewbaker, 1977). Trabajos en Tailandia
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sugieren que la resistencia a P. sorghi es controlada por 3 genes dominantes

(Kaneko and Aday, 1980).
Complejo de la Mancha de asfalto

Agente causal. Infeccion simultanea de Phyllachora maydis, Monographella ma-
ydis y Conithyrium phyllachorae

Condiciones ambientales requeridas. En México, esta enfermedad se presen-
ta en ambientes muy contrastantes, desde tropico humedo hasta regiones tem-
pladas en el altiplano de México con clima fresco-humedo, con alta humedad
relativa, en localidades de 0-2600 msnm (Gémez et al., 2008). Se manifiesta
como manchas negras, abultadas, brillosas, que inician su formacién en la
superficie de las hojas inferiores (Hock et al., 1989). El patogeno P. maydis es
un ascomiceto que forma estructuras negras (estromas o clipeos) (Maublanc,
1904), que coalescen con el tiempo llegando a quemar completamente el folla-
je (Bajet et al.,1994). En los estromas se encuentran abundantes peritecios con

ascas con 8 ascosporas, redondas, unicelulares, negras (Dittrich et al., 1991;

Miuiller, 1984; Parbery, 1966) (Figura 19).

Figura 19. A) Lesiones foliares por P. maydis; B) Ascas con ascosporas de P. maydis.

Una vez que se presentan las manchas negras en las hojas inferiores de la
planta, se inicia la infeccion del ascomiceto hiperparasito Monographella ma-
ydis y poco tiempo mas tarde aparece la infeccion de un segundo hiperparasito
Coniothyrium phyllachorae. La infeccion simultanea de los tres hongos causa el

quemado y atizonamiento del follaje de las plantas de maiz. Este quemado del
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follaje es severo pero el dafio principal puede verse en las mazorcas afectadas
cuando la infeccion combinada de los tres hongos es en época de formacion
de estigmas, necrosandolos y evitando la fecundacion de los ovarios. Los gra-
nos que se forman, especialmente en las puntas de las mazorcas, son defectuo-

sos y pregerminados con nulo valor comercial (Figura 20).

Figura 20. Mazorca producida en planta
dafada por complejo mancha de asfalto.

Manejo. En dreas muy afectadas por la enfermedad se recomienda eliminar y
quemar los restos de plantas danadas. En algunas localidades se recomienda
adelantar la fecha de siembra, especialmente cuando se hace una segunda
siembra en un afo, para evitar bajas temperaturas y alta humedad que se pre-
sentan a principios de afio. En varias localidades se ha tenido buen control
de la mancha de asfalto haciendo 3 aspersiones de fungicidas de contacto de
accion en multisitio iniciando 2-3 semanas antes de floracion, durante flora-
cion femenina y dos semanas después. El uso de estos fungidas de contacto ha
probado su eficiencia en el control de la enfermedad debido a su bajo costo y
el efecto de fertilizacion que incrementa el rendimiento de grano. Otros pro-
ductos que han mostrado un control eficiente son los fungicidas sistémicos
en dosis bajas, con tres aplicaciones similar a las anteriores. El control de la
enfermedad con fungicidas puede ser utilizado considerando la costeabilidad

de las aplicaciones y los inconvenientes asociados a estas.
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Como en las enfermedades anteriores, la experiencia indica que el método
de control mas eficiente es utilizando cultivares con resistencia genética a la
enfermedad (Ceballos and Deutsch, 1992; Gonzalez et al., 1992). En Méxi-
co, existe germoplasma con resistencia genética en cultivares de endospermo

blanco o amarillo adaptados a regiones tropicales y subtropicales (Gémez et

al., 1993).

A la fecha no se ha reportado un método de inoculacion eficiente.
7. Royas
Roya comun
Agente causal. Puccinia sorghi
Condiciones ambientales requeridas. La enfermedad es causada por el basi-
diomiceto Puccinia sorghi, que se presenta en zonas templadas, con alta hume-
dad. La germinacién e infeccion por las urediosporas se realiza cuando existe
rocio en las hojas. La lesion se presenta como pustulas errumpentes con polvo

café, redondas o alargadas (uredias con uredosporas) que se forman en ambas

superficies de las hojas (Figura 21).

Figura 21. A) Formacién de uredias con telias con teliosporas en hojas de maiz, B) Formacion de urediosporas.

Esta es la fase infectiva del patogeno en maiz. Mas tarde, las pustulas to-
man color negro al formarse las telias con teliosporas. Después de ésta fase,

se forman estructuras (picnias con picniosporas), no visibles en condiciones
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naturales que infectan al hospedante alterno (Oxalis spp., conocidos como
“agritos”) en cuyas hojas se forma un polvo anaranjado (aecias con aecios-
poras) en el envés de las hojas (Figura 22). En esta planta, se inicia la nueva
formacion de urediosporas que infectan plantas de maiz en el siguiente ciclo
de siembra (Figura 23).

Figura 22. Formacion de aecias con aeciosporas por P. sorghi en el hospedante alterno Oxalis sp.

Ciclo de la enfermedad

Manejo. El patégeno es un pardsito obligado ya que solamente crece en tejido
vivo. Las urediosporas son viables por un afo o mas cuando se liofilizan y
guardan en vacio a 2-10 °C. Para seleccionar resistencia genética, plantulas a
la altura de la rodilla, se pueden inocular inyectando o poniendo suspensio-
nes de urediosporas en el cogollo en las tardes, cuando el clima es mds fresco
y humedo. Las urediosporas se pueden diluir y usar como inéculo con agua,
talco o aceite mineral, para ser espolvoreadas o asperjadas (100 000 uredos-
poras mL!) con surfactante o espolvoreadas en las plantas. En el campo, se
recomienda sembrar surcos dispersores con material susceptible que pueden
inocularse artificialmente.
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Figura 23. Ciclo de la roya comtn del maiz por Puccinia sorghi

La enfermedad se puede manejar principalmente con el uso de germoplas-

ma resistente. Para esto, se conocen dos tipos de resistencia:

La resistencia general, poligénica, horizontal o No especifica a razas que se
observa en el campo en plantas adultas (“resistencia de planta adulta”) con
un numero reducido de pustulas y necrosis. La reacciéon varia de resistencia
con pocas pustulas a altamente susceptible con lesiones cubriendo gran parte

del follaje. Aun cuando se sabe poco de su heredabilidad, se sabe que es ficil
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acumular resistencia en un programa de mejoramiento. En esta resistencia se
involucran pocos genes en la que existen varias fuentes de resistencia origina-
ria de diferentes paises, incluyendo las razas Palomero Toluquenio y Comiteco

de México.

La resistencia especifica, monogénica, vertical o especifica a razas, es con-
ferida por un gene dominante que es especifico a razas del patégeno y que se
manifiesta en plantulas o plantas adultas como manchitas cloréticas o necréti-
cas o pequenas pustulas rodeadas de tejido clorotico. Una variedad puede ser

resistente en un continente, pero no en otro.

Una de las principales fuentes de resistencia a la mayoria de los biotipos del
patdgeno es la variedad Cuzco de Peru. En ésta, el “factor Cuzco”, en el locus
Rp es resistente a todos los aislamientos del hongo. El locus Rp, incluyendo el
locus Rp1 en el cromosoma 10, tiene aproximadamente 11 alelos ligados a re-
sistencia. El gene Rp1Td transferido de Tripsacum dactyloides a maiz, también
esta localizado en el cromosoma 10. La resistencia especifica también puede
ser debida a 1, 2 o 3 genes recesivos y la segregacion transgresiva para resisten-

cia a P. sorghi no es comun en planta adulta.
Roya por Polysora
Agente causal. Puccinia polysora

Condiciones climaticas requeridas. Como la roya comun, el patégeno cau-
sante de ésta roya es un pardsito obligado en el grupo de la uredinales, pero
este patogeno se presenta en condiciones de tréopico humedo. Hasta 1949, la
enfermedad estuvo restringida a América cuando se identificé en paises de
Africa oriental. Sus sintomas y signos son similares a los de P. sorghi, excepto
que las uredias son mas pequenas y redondas, con un color café amarillento

(Figura 24). En el caso de P. polysora no se conoce el hospedante alterno.

Ciclo de la enfermedad. Mismo que para roya comun del maiz, pero en P.

polysora atin se desconoce el hospedante alterno.

Manejo. Los mismos métodos descritos para P. sorghi. Las urediosporas alma-

cenadas pierden su viabilidad en 10-14 dias.
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Figura 24. Uredias con urediosporas de P. polyso-
ra en maiz tropical.

Como método de control se puede usar la aplicacion de fungicidas, inclu-
yendo la aplicacién de ditiocarbamatos. Asi, el inico método eficiente es el

control genético de la enfermedad, que incluye:

-Resistencia de planta adulta: conocida en variedades tropicales es estable y
evita pérdidas al minimo con plantas mostrando un nimero reducido de pus-
tulas. Fuentes de resistencia son disponibles en germoplasma de varios paises

incluyendo varios tipos de Tuxpefios de México y ETO y Caquets, de Colom-
bia.

Las razas fisiologicas conocidas del hongo son EA.1, EA.2, EA.3, PP3 a
PP9, NPP1 y NPP2. Se considera que esta roya, que repentinamente aparecio
en Africa oriental, perdi¢ importancia debido a la resistencia de los maices

nativos y a una pérdida de virulencia del patdgeno.

- Resistencia monogénica, especifica: Se sabe que existe resistencia especifica a
una o mas razas del patdgeno conferida por monogenes dominantes. Fuentes
de resistencia disponibles son también originarias de diferentes paises inclu-
yendo ETO Amarillo, ETO Amarillo x SLP41 de Colombia, Australia, Kenia
y EEUU.
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Monogenes dominantes conocidos con esta resistencia son Rppl, Rpp2,
Rpp9, Rpp10y Rppll. Se asume que existen otros genes involucrados. El gene
sencillo dominante Rppl (en AFRO29 y 70-2/Q6199) es resistente a la raza

EA.1 pero no a EA.2. El gene Rpp2 (en AFRO. 24 y 71/Q6190) tiene domi-
nancia incompleta y es resistente a las razas EA.1 y EA.2 (Scott et al., 1989).

Ambos genes Rppl y Rpp2 (en la linea 67-1/Q6200) dan resistencia a las
razas EA.1 y EA.2. El gene Rpp9 (en 69Q/Q10736) es dominante y resistente
a raza Rpp9 del hongo (Scott et al., 1984). La raza EA.3, virulenta a los genes
Rpp1y Rpp2 se identifico en Kenia. Dos genes independientes Rpp10y Rpp11
dan resistencia a EA.3. El gene Rpp10 (en 69Q/Q10739, de la raza Andaqui)
es dominante y el gene Rppll (de Zapalote Chico) es independiente. Lo an-
terior indica la inestabilidad de la resistencia monogénica ante la continua

aparicion de nuevas razas fisiologicas del patdgeno.

- Resistencia poligénica, no especifica: Las plantas casi no muestran sintomas

de infeccion. Se sabe poco como se hereda.
8. Carbones

Carbon comun

Agente causal. Ustilago maydis

Sintomas. La enfermedad es causada por un basidiomiceto en el grupo de
los Ustilaginales que tiene una distribucion cosmopolita y que se presenta
especialmente en regiones templadas con alta humedad relativa. La infeccion
esta limitada a tejidos meristemadticos (tejido en desarrollo activo) formando
agallas (soros) en las mazorcas, hojas, tallos y espigas (Figura 25). En época
de maduracion del cultivo, las agallas forman un polvo negro que contiene
las teliosporas negras que caen al suelo para iniciar la infeccion en el ciclo

siguiente (Figura 26).

En México, la enfermedad es conocida como “cuitlacoche” (ndhuatl: cuit-
lacochitl= excremento seco), cuya presencia es controversial ya que puede ser
bienvenida siendo que este hongo se consume por mucha de la poblacion del
pais y llega a producirse para exportacién a varios paises en donde se le consi-
dera como “la trufa mexicana” (Pataky, 1991; Valverde et al., 2015). En caso se
considere como una plaga sera necesario aplicar los métodos de manejo que

se describen a continuacion.
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Figura 25. A) Infeccion ocasionada por U. maydis en mazorcas de maiz; B) Agallas de U. maydis en tallos
maiz.

Figura 26. Ciclo del carbon comun del maiz por Ustilago maydis
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Inoculaciéon

1. Inoculacion de plantulas: Cuando la semilla inicia su germinacion y los
coledptilos tienen 1 cm de crecimiento se inyectan con una suspensiéon de
teliosporas. Los sintomas aparecen 1-3 semanas mas tarde.

2. Método de inyeccion: Plantulas de maiz de una semana se inoculan con
una suspension de teliosporas (100 000 mL"!) inyectandolas en el meristemo.
Las agallas se forman en 2-3 semanas.

3. Método de gota: Buena para medir reaccion en campo. Una suspension
de teliosporas se deposita en el cogollo de plantulas con 2-5 hojas por 3 dias
sucesivos. La adicion de un surfactante incrementa el porcentaje de infeccion.
Espolvoreando teliosporas secas reportan bajo porcentaje de infeccién.

4. Método de vacio parcial: El in6culo se aplica en el cogollo de plantulas
que se someten a presion reducida por 15 min. Este vacio forza el inéculo a

penetrar los tejidos produciendo infecciones severas.

El concepto de la edad de la planta de maiz y su susceptibilidad utilizando

ciertos métodos de inoculacion es conflictivo.
Ciclo de la enfermedad

Manejo. Se han desarrollado varios métodos de manejo para controlar el
carbén comun. Se incluyen rotacion de cultivos (cuestionable, porque las es-
poras sobreviven por varios afios), tratamiento de semilla con fungicidas se
recomienda como preventivo (proteccion solamente en las primeras semanas),
modificacion de la fertilidad del suelo y control biolégico (Kealey et al., 1981).

Sin embargo, solamente el uso de variedades resistentes es lo mas practico

y efectivo para controlar de la enfermedad.

No existen lineas de maiz inmunes a la infeccion de éste patdgeno y es co-

nocido que las lineas de maices dulces tienden a ser mads susceptibles.
Ademis del control genético no se conoce otro método para controlar ésta

enfermedad. La resistencia se basa en caracteristicas morfoldgicas y fisiologi-

cas de la planta. La localizacion de la agalla es un caracter hereditario.
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Resistencia de campo y de invernadero puede variar si las plantulas se ino-
culan por heridas. Algunas lineas de maiz son resistentes a infeccion por heri-

das o por suspension de teliosporas en las hojas.

Fuentes de resistencia se han reportado en lineas de Hungria, Sudéfrica y

EEUU (Bojanowsky, 1969).

Existen resultados controversiales en cuanto a densidad de siembra e inci-

dencia de la enfermedad.
8.2. Carbén de la espiga
Agente causal. Sporisorium reilianum f. sp. zeae [sin. Sphacelotheca reilianal

Sintomas. La enfermedad es causada por un basidiomiceto en el grupo de los
Ustilaginales. Tiene una distribucion cosmopolita y se presenta en condicio-
nes subtropicales con baja humedad relativa y baja humedad en el suelo. Los
sintomas mas caracteristicos de la enfermedad se presentan en las estructuras
florales del maiz. En México, la enfermedad se encuentra actualmente en los
estados de Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Zacatecas, Durango, Hidalgo
y Edo. de México, en localidades a aproximadamente 1400-1800 y hasta 2600

msnm.

El patdgeno desarrolla en forma sistémica dentro de la planta cuando el
hongo penetra por las raicillas y su micelio crece dentro de los haces vasculares
del hospedante que, al llegar a las estructuras florales desarrolla en forma de
agallas, o soros, que contienen abundantes teliosporas. Estas agallas, pueden
formarse remplazando a la mazorca y las estructuras florales de la espiga (Una-
muno, 1941). Cuando maduran, las bricteas de las mazorcas y espigas se abren
exponiendo un polvo negro con las teliosporas del hongo (Figura 27). Es co-
mun encontrar plantas con sintomas de agallas tanto en la mazorca como en

la espiga o solamente en una de éstas estructuras florales.

Los sintomas caracteristicos de la infeccion sistémica del hongo se pueden
ver claramente en época de floracion; sin embargo, observando con atencion,
se pueden ver los sintomas de la infeccion sistémica en hojas de plantas de
1-2 meses en forma de pequenas manchas cloréticas de 2-3 mm (Matyac and

Kommendahl, 1985a; Matyac and Kommendahl, 1985b).
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Figura 27. A) Formacion de agallas de carbén en mazorcas de maiz; B) Formacion de agallas de carbon en espigas de
maiz por infeccion de S. reilianum.

Inoculacion. El método que ha probado mayor eficiencia en infeccién es cu-
briendo la semilla de maiz con una suspension de carboximetilcelulosa de
sodio (Na-CMC) en que se mezclan 1x10° teliosporas del hongo (Quezada et
al., 2013). También se han obtenido buenos resultados cubriendo la semilla
la semilla a inocular con teliosporas en una suspension de Resistol® diluido

1:50 con agua (Diaz-Ramirez et al., 2021).

Se ha especulado sobre la posible transmision y diseminacion de la enfer-
medad por semilla contaminada (Halisky and Smeltzer, 1961; Paulus et al.,

1975), pero ésta posibilidad quedé eliminada por trabajos de otros investiga-
dores (Christensen, 1926; Zehner and Humphrey, 1929).

Ciclo del patogeno. El ciclo del patdgeno causante del carbon de la espiga es
similar al del carbon comun (Ustilago maydis) con la diferencia de que las telias
y las teliosporas germinan y penetran por las raicillas cuando la semilla inicia
el proceso de germinacién (Pope and McCarter, 1992). Una vez establecida la
infeccion, el micelio desarrolla en el tejido del tallo y avanza en forma sistémi-

ca hacia tejido de la mazorca y la espiga (Aquino-Martinez et al., 2011).

41



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Manejo. Debido al desconocimiento sobre la diseminacion de la enfermedad
por medio de las teliosporas, los agricultores “limpian” sus siembras de maiz
eliminando las plantas enfermas con carbon, pero tirando las espigas y plan-
tas infectadas al suelo sin saber que las agallas que desarrollan en las espigas
y mazorcas estan cargadas de teliosporas del hongo. Esas teliosporas van al
suelo y serviran de inoculo primario para iniciar un nuevo ciclo de infeccion
en la siguiente siembra de maiz. Por esto, es recomendable la eliminacion
de plantas con sintomas de la enfermedad quemandolas o enterrandolas en
diques. Ullstrup (1977) menciona la alternativa de tratamiento de semilla con
fungicidas, pero los resultados reportados son inconsistentes. Sin embargo, el
método de control mas econdémico y que tiene mejores posibilidades de éxito

es la seleccion y uso de resistencia genética (Pandey and Gardner, 1992).
9. Pudriciones de grano y mazorca - micotoxinas producidas

Agente causal. Fusarium graminearum (sin. F. roseum); Teleomorfo: Gibberella
zede.

E. verticillioides (sin. F. moniliforme); Teleomorfo: G. fujikuroi

Stenocarpella maydis (sin. Diplodia maydis)

Aspergillus flavus y A. parasiticus

Penicillium oxalicum, P. glaucum y P. chysogenum

Sintomas por Fusarium spp. Las dos especies de Fusarium de importancia
como fitopatdgenas en maiz son F. verticillioides y F. graminearum. La primera
se encuentra causando pudriciones de tallo y de mazorca en clima calido y ha-

medo y la segunda en condiciones templadas, mds frescas y con alta humedad.

En mazorcas, F. verticillioides causa una pudricion zonal de granos en areas
pequenas o regulares, produciendo un micelio abundante, blanco o rosado
(Figura 28A) en el que se forman microconidios ovoides en cadenas muy ca-
racteristicas (Figura 28B), de ahi que el hongo estuviera clasificado como F.

moniliforme (lat. monilia= cadena + forme= forma).

En el caso de F. graminearum, la pudricion de tallo y mazorca que causa se
presenta inicialmente en granos en la punta de la mazorca con un micelio
color rojo oscuro o violeta, formando microconidios ovales y macroconidios

alargados, con varias septas, con forma de “lancha india” (Figura 29).
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Figura 28. A) Infeccion de mazorca por F. verticillioides, B) Microconidios de F. werticillioides.

Figura 29. A) Infeccién de mazorca por F. graminearum; B); Macroconidios de F. graminearum

F. werticilloides sintetiza micotdxinas bastante inestables que se destruyen
durante el proceso de nixtamalizacién conocidas como “fumonisinas”. Entre
éstas se encuentran el acido fusérico, fusarinas, fusariosinas, giberelinas, mo-
niliformina, zearalenona y dentro de los tricotecenos se encuentran el diace-
toxiscirpenol, desoxinivalenol o vomitoxina y la toxina T-2, compuestos con

estructura quimica parecida a la progesterona, la hormona femenina en mami-
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feros, por lo que su consumo induce abortos en hembras prefadas, vomitos

y diarrea.

F. graminearum produce micotoxinas mas estables que no se destruyen du-
rante la nixtamalizacion, incluyendo acido 4-acetamido-2-butenoico, buteno-
lida, fusarenona X, zearalenona (ZEA), y entre los tricotecenos se producen
desoxinivalenol o vomitoxina (DON), toxinas T-2 y H-2, diacetato desoxini-
valenol, diacetoxiscirpenol (DAS), 3,15-dihidroxi-12,13-epoxitricotec-9-eno-8-
ona, monoacetoxiscirpenol, neosolaniol, nivalenol y 3-acetildsoxinivalenol
(Carvajal y De Leon, 2015), que, como las anteriores inducen abortos, diarrea

y vomitos en mamiferos que las consumen.

Sintomas por Stenocarpella spp. La pudricion de mazorcas causada por Steno-
carpella puede ser debida a 3 especies: S. maydis, S. macrospora y S. frumentii,
siendo la primera la mas comun. S. maydis forma conidios pequefos, bicelu-
lares, color negrusco, mientras que S. macrospora forma conidios mas grandes

con 2, 3 0 4 células de color sepia (Figura 30).

A B

Figura 30. A) Conidios de S. maydis; y B) Conidios de S. macrospora.

La pudricion por S. maydis se presenta principalmente en regiones cilidas,
humedas, en donde las mazorcas infectadas pierden peso, son ligeras y desa-
rrollan un micelio blanco, abundante, que crece entre las semillas cubriendo

totalmente la mazorca. En estado avanzado, el patdgeno se puede reconocer
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cuando, al partir el raquis (olote), se observa una abundante formacion de pe-
quenos cuerpos fructiferos negros del hongo (picnidios), en los que se forman

conidios bicelulares, pequefios, negros (Figura 31).

Figura 31. A) Infeccion de mazorca por S. maydis; B) y Formacion de picnidios en el raquis.

La infeccién por S. macrospora se presenta en menor frecuencia que la ante-
rior. Las mazorcas infectadas se pueden distinguir de la anterior por un menor
desarrollo de micelio entre los granos y el color del micelio es color sepia o
café claro. Al partir del raquis de las mazorcas infectadas por S. macrospora se
observa escasa formacion de picnidios y los conidios son alargados, con 2, 3y
hasta 4 células, color sepia o café claro. En condiciones tropicales es frecuente
encontrar infeccion foliar en maiz por S. macrospora que forma estrias largas

que se pueden confundir con lesiones causadas por E. turcicum (Figura 32).

Especies en el género Stenocarpella producen potentes micotoxinas, como

son diplodiol, diplodiatoxina y chaetoglobocina K (Carvajal y De Ledn, 2015).
Sintomas por Aspergillus spp. La infeccion de mazorcas por especies del gé-

nero Aspergillus es severa presentaindose en condiciones de clima calido y alta

humedad relativa. Contrario a lo que se pensaba para infeccion de granos por
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Aspergillus y Penicillium, que se consideraban como hongos de almacén, estos
dos hongos inician su infeccion en campo por lo que vienen infectados al al-
macén y prosperan en esas condiciones, debido a la alta humedad que trae el

grano del campo y la alta temperatura que se crea en el almacén.

Las dos especies de Aspergillus que se conocen como productoras de poten-
tes micotoxinas incluyen A. flavus y A. parasiticus (Barry et al. 1992; Gorman et
al., 1992; Wallin, 1991) (Figura 33). Las toxinas que sintetizan son conocidas
como aflatoxinas (A= Aspergillus + fla= flavus + toxina) reportadas como meta-
bolitos que bajo luz ultravioleta fluorescen en color azul (B) o verde (G), que
se acumulan en productos animales como leche, carme, huevo, etc., que son
carcinogénicas en mamiferos e inductoras de dafios genéticos en otros anima-
les. De acuerdo con el producto animal en que se encuentran, éstas aflatoxi-
nas se han incluido en grupos B, G, M, P, Q, etc. con al menos 20 aflatoxinas
reportadas (Carvajal y De Leon, 2015).

Sintomas por Penicillium spp. Mazorcas y granos infectados especialmente por

las especies P. oxalicum, P. glaucum y P. chysogenum se presentan en condiciones

Figura 32. Lesiones foliares causadas por S. macrospora. Figura 33. Infeccion de mazorca por A. flavus.
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de clima templado o cilido con alta humedad relativa. Las mazorcas infecta-
das especialmente por P oxalicum, presentan un desarrollo micelial verdoso
en el raquis y entre los granos (Figura 34). Al desgranar la mazorca, el raquis
muestra un abundante crecimiento micelial verde oscuro en toda su superfi-
cie. Los granos presentan estrias blanquecinas en el pericarpio que les hace

perder valor comercial.

Figura 34. Infeccion de mazorca
por P. ochraceus

Granos infectados por este hongo producen micotoxinas conocidas como
ocratoxinas que causan vomitos y diarrea en animales que consumen grano

dafiado por el hongo.
Inoculacion

Inoculacién de Fusarium sp. Los conidios de Fusarium spp. (5 millones mL™")
se inyectan en las mazorcas cuando se inicia la aparicién de los estigmas. Para

estas inoculaciones se usa una jeringa automatica (de veterinario) (De Leon

and Pandey, 1989) (Figura 35).

Inoculacion de Stenocarpella sp. Conidios de Stenocarpella (125 000 mL™") se
asperjan en los estigmas aproximadamente 10 dias después de polinizacion
(Figura 36).
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Figura 35. Inoculacién de mazorca con Fusarium sp.

Figura 36. Inoculacion de mazorca
con Stenocarpela sp.
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Inoculacion de Penicillium y Aspergillus sp. No existen reportes que describan

un método eficiente de inocular mazorcas con ninguno de éstos patégenos.

Manejo. Para manejo eficiente de éstas enfermedades en mazorca, se reco-
mienda la seleccion y uso de variedades en las que las mazorcas queden bien
cubiertas por las bricteas y, asi, evitar la penetracion del indculo por aperturas

en la punta de la mazorca.

A la fecha no se conoce un método eficiente de descontaminacién de toxi-

nas producidas por ninguno de los hongos anteriormente descritos (Zuber et

al., 1987).

Para la detoxificacion de granos dafiados por Aspergillus, se han reportado
varios métodos que eliminan las aflatoxinas, incluyendo tratamiento de los
granos con alumino- silicatos de calcio y sodio, carbon activado, talco y otros
adsorbentes como amoniaco, pero el tratamiento con éste ultimo va asociado
a dafio colateral en los granos ya que elimina la aflatoxina pero da al grano un
color café y sabor que lo hace indeseable al ganado (Campuzano, 2014). De

igual manera, el uso de caolina adsorbe y elimina el efecto toxico de (Carvajal

y De Leon, 2015; Pifeiro et al. 2020).
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Resumen

El maiz es el cultivo mas importante de México de acuerdo con la superficie
cultivada anualmente y su consumo per capita. Las pérdidas en la producciéon
del grano se asocian con su manipulacion durante la cosecha en el campo,
almacenaje, transporte y procesamiento para el consumo humano o animal.
El grano de maiz posee una microbiota particular de bacterias, insectos y hon-
gos que pueden causarle dafos. Entre ellos, el género fungico Aspergillus y,
de éste, las especies A. flavus y A. parasiticus son las mas importantes porque
producen aflatoxinas que provocan gran variedad de efectos toxicos en seres
vivos expuestos al grano contaminado. Actualmente, las regulaciones mexica-
nas establecen limites permisibles solo para aflatoxinas en cereales y sus pro-
ductos, excluyendo otras micotoxinas. Las condiciones de producciéon de maiz
en climas tropicales y subtropicales, particularmente en el noreste de México,
favorecen las infecciones por hongos toxigenos. Por ello, es necesario la iden-
tificacion e implementacion de estrategias que reduzcan la contaminacién
en el grano. Entre ellas, destacan el uso de hibridos de maiz con resistencia a
sequia, plagas, enfermedades y altos rendimientos de grano (H-436, 437, 439,
443A); manejo integrado de insectos y hongos mediante tratamiento quimi-
co, cultural o biologico y la modificacion del procesamiento del grano para
consumo humano (nixtamalizacién). Dichas medidas, individualmente o en
conjunto, reduciran paulatinamente los dafios causados por hongos potencial-
mente toxigenos en la planta de maiz y el consumidor final en México. En este
trabajo presentamos una perspectiva de la investigacion actual en el tema
de los hongos aflatoxigénicos en maiz con énfasis en México, sus implicaciones

en salud humana y del ganado, las herramientas (fitopatoldgicas, genéticas del
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hospedante y el patégeno, bioquimicas, entre otras) de estudio del problema,
asi como las estrategias de manejo integrado utilizadas, para actualizar y pon-
derar la informacion generada a la fecha, y establecer puntos esenciales para

futuras investigaciones.

Palabras clave: Aflatoxinas, Estrategias de Manejo Integrado, Hongos Afla-

toxigénicos, Zea mays.

El maiz (Zea mays) es una planta nativa de México que actualmente se destina
para la alimentacion humana y del ganado, ademas de su aprovechamiento
industrial. El consumo per capita de maiz es de aproximadamente 160 g por
dia en forma de tortillas, principalmente (ASERCA, 2012). En el 2012 se
produjeron en México mas de 22 millones de toneladas de maiz (SIAP, 2014).
Sin embargo, los volumenes y la calidad de la produccion de maiz en nuestro
pais son limitados debido principalmente a la incidencia de plagas y enfer-
medades, y por factores abioticos como altas y bajas temperaturas, la salinidad

de los suelos, la deficiencia de nutrimentos en los suelos y la sequia (Moreno y

Gonzalez, 2011).

Los hongos que cominmente atacan al maiz tanto en campo como en al-
macén pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium; estos orga-
nismos son productores potenciales de micotoxinas (Herndndez et al., 2007;
Montes et al., 2009). El crecimiento de Aspergillus y la contaminacion de los
productos alimenticios con aflatoxinas son consecuencia de la interaccion
entre el hongo, el hospedero y el ambiente. La interaccion de dichos factores
determina la infestacion y la colonizacion del sustrato, asi como el tipo y la
cantidad de las aflatoxinas producidas (Garcia y Heredia, 2006).

La produccion de aflatoxinas es favorecida tanto por factores que ocurren
en campo como en almacén (Devreese et al., 2013). En campo, la produccion
de aflatoxinas se incrementa con el estrés hidrico, las altas temperaturas y los
dafios a la planta hospedante producidos por insectos de la mazorca pertene-
cientes a los géneros Heliothis y Spodoptera (Rodriguez et al., 2010; Kebede et al.,
2012). Aunado a lo anterior, la incidencia de aflatoxinas se ve favorecida por
el ataque de plagas insectiles que se desarrollan bajo condiciones especificas
como la fecha de siembra, altas densidades de siembra y alta incidencia de

malezas (Rodriguez, 1996). En almacén, las condiciones de alta temperatura y
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humedad, aireacién e indculo primario proveniente del campo también son

determinantes en el incremento de la sintesis de aflatoxinas en el grano de

maiz (Hernandez et al., 2007).

En este trabajo se presenta una revision respecto al estudio de la contamina-
cion con aflatoxinas en el cultivo de maiz, sus implicaciones en salud humana
y animal, estrategias de control y de manejo integrado, con el objetivo de actua-
lizar y ponderar la informacion generada a la fecha, que marque la pauta en
la busqueda de soluciones para disminuir la incidencia y prevalencia de las
aflatoxinas en dicho cultivo particularmente para el caso de México, donde el
cultivo del maiz es de importancia capital desde los puntos de vista ecologico,

economico, social y cultural.

Aspergillus seccion Flavi. La mayoria de las especies del género Aspergillus son
hongos filamentosos saprofitos que desempefan un papel esencial en la de-
gradacion de la materia orgdnica. Su hébitat natural es el suelo donde sobre-
viven y se desarrollan sobre materia en descomposiciéon. Este género es uno
de los mas abundantes en la naturaleza y puede encontrarse en cualquier am-
biente; se reproduce por conidios cuya germinacion da origen a las hifas. Para
su crecimiento, Aspergillus requiere de una humedad relativa entre el 70 y 90 %,

contenido de agua en la semilla entre 15y 20 % y un rango de temperatura am-

plio (0 a 45 °C) (Klich, 2002).

Una de las particularidades de las especies de Aspergillus es su capacidad
para producir micotoxinas, en este caso, aflatoxinas (AF). La estructura basica
de las aflatoxinas consiste en un anillo dihidri-difurano o tetrahidro-difurano
unido a una cumarina con un anillo de cinco o seis &tomos de carbono. Las
difuranocumarinas ciclopentanonas de AF de las series B, M, P y Q son las
AFB,, AFB,, AFB, , AFM,, AFM,, AFM, , AFQ,, AFP, y AFL. El segun-
do subgrupo corresponde a las lactonas difuranocumarinas de la serie G
como son AFG , AFG,, AFG, . Hay alrededor de 20 diferentes tipos de AF, las
mas importantes por su alto potencial cancerigeno, mutigeno y teratogeno
son: B, (AFB)), B, (AFB)), G1 (AFG)), G, (AFG)), M (AFM)), M, (AFM),
P (AFP)), Q(AFQ,) y D (AFD), éste ultimo derivado del tratamiento de la
AFB, con amonio. Otro metabolito muy toxico de la AFB, es el aflatoxicol
(AFL). Solo las AFB , AFB,, AFG, y AFG, se sintetizan naturalmente de la
AFB ; las otrasAF M, M,, P, Q,, G, , B, y AFL) son hidroxilados produc-

to del metabolismo animal o microbiano. La AFB es la mas peligrosa y
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toxica de todas (Carvajal, 2013) y es producida por A. flavus y A. parasiticus. Las
aflatoxinas G, y G, se producen por A. parasiticus y A. nomius, exclusivamente;
aunque Novas y Cabral (2002) reportaron la produccion de AFG1 en algunas
cepas Africanas y Argentinas de A. flavus var. parvisclerotigenus. Las especies
A. flavus, A. pseudotamarii y algunas cepas de A. caelatus producen AFB y AFB,
(Peterson et al., 20005 Ito et al., 2001). AFB, y AFG, son inactivas biologica-
mente, pero se activan in vivo por oxidacion a AFB, y AFG . Las aflatoxinas
M, y M, son formas hidroxiladas de AFB, y AFB, respectivamente; mientras
que AFB, y AFG, son productos 8-y 9-hidratados de B, y G|, (Moudgil et
al., 2013). La AFB, exhibe toxicidad aguda, seguida de AFB,, AFG1 y AFG,
(Madrigal et al., 2011; Mejia et al., 2011). Algunos precursores de aflatoxinas
son hidroxiantraquinonas tales como el 4cido norsolorinico, averufina, ver-

sicolorina A y averantina (Moudgil et al., 2013).

Cabe notar que la capacidad de sintesis de aflatoxinas es caracteristica de
la cepa, no de la especie. Otra toxina producida por A. flavus es el acido ci-
clopiazonico, que no ha aflatoxinas (Abbas et al., 2011a). Hongos del género
Asperguillus también inhiben la germinacion de la semilla y producen cambios
de color, temperatura (calentamiento), enmohecimiento, ‘apelmazamiento’y
pudricion pudricion. En contraste, especies como A. niger y A. oryzae son de

interés industrial y se utilizan en la fermentacién de alimentos (Kozakiewicz,

1989; Klich, 2002).

La especie productora de aflatoxinas que causa mayores contaminaciones
es A. flavus, dentro de la cual se han definido dos morfotipos, denominados
Ly S. Cotty (1989) indico que los aislamientos L no producen o producen
pocos esclerocios mayores a 400 pm y grandes cantidades de conidios; por su
parte las cepas S producen numerosos esclerocios con un didmetro menor a
400 pm y pocos conidios. La produccion de aflatoxinas en aislamientos L es
muy variable con algunos aislamientos altamente toxigenos y otros atoxigé-
nicos, mientras que los aislamientos S producen altas y consistentes
concentraciones de aflatoxinas (hasta 10,000 pg/kg) (Probst et al., 2010). En
Kenia se reporto recientemente alta incidencia del morfotipo S ocasionando
problemas de alta incidencia de aflatoxinas G en maiz cultivado en dicho pais.
Sin embargo, el anilisis filogenético de cepas Africanas (Kenia, Nigeria), asi
como de América (EUA, Argentina), Australia y Asia (Filipinas, Tailandia)

indicd que las cepas Africanas son genéticamente mas cercanas a la nueva
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especie nombrada como A. minisclerotigenes en comparacion con cepas de A.
flavus y, ademas, producen exclusivamente aflatoxinas B debido a la ocurrencia
de una delecién en el gen crypA (Probst et al., 2012).

En 2005 se liber¢ la secuencia del genoma de A. flavus por el Instituto de In-
vestigacion Genomica de Estados Unidos y en 2010 se actualizo dicha secuencia
(Cleveland et al., 2009; Payne y Yu, 2010). Posteriormente, se generaron 7218
etiquetas de secuencia expresada (ESTs) unicas de A. flavus. El tamano del ge-
noma de A. flavus y de A. oryzae es de cerca de 37 Mb distribuidos en ocho
cromosomas y que codifican para mas de 12 mil genes funcionales (Chang y
Ehrlich, 2010; Payne y Yu, 2010). El genoma de A. flavus es l igeramente ma-
yor que el de A. fumigatus (aproximadamente 30 Mb), A. terreus (30 Mb),
A. niger (34 Mb) y A. nidulans (31 Mb). A pesar de esta variacién en los tamafios
de los genomas, todas las especies de Aspergillus tienen ocho cromosomas.
Un aspecto importante es que A. flavus y A. oryzae tienen copias extra de genes
especificos al linaje. Esas extracopias se localizan por lo general en bloques no
sinténicos. Aunque no se han secuenciado sus genomas, con base en estudios
cariotipicos se ha sugerido similitud en el tamafo del genoma de A. parasiticus

y A. sojae con respecto a A. flavus (Amaike y Keller, 2011).

Produccion de aflatoxinas. A pesar de que México es el centro de origen y
de diversidad del maiz (Ortega, 2003), dicha diversidad no se ha analizado
exhaustiva o consistentemente para identificar genotipos mas tolerantes a la
contaminacion por aflatoxinas. Dado que el maiz es un alimento de importan-
cia mundial, es necesario el monitoreo de la calidad sanitaria, desde el uso de
semillas libres de patogenos durante cada una de las etapas del cultivo, hasta
lacosecha, e incluso, durante la pos-cosecha (Plasencia, 2004). Es importante
sefalar que en México la mayor proporcion del maiz se cultiva en condiciones
de temporal (60 %) (SIAP, 2014) que, en general, es deficiente y erratico y que
frecuentemente redunda en la coincidencia de estrés hidrico y altas tempe-
raturas durante la fase fenoldgica reproductiva, lo que finalmente favorece

la infeccion de Aspergillus en campo (Rodriguez, 1996; Cotty y Jaime- Garcia,
2007).

El efecto toxigeno de las aflatoxinas producidas por Aspergillus varia desde
los carcinogénicos, teratogénicos o mutagénicos hasta la produccion de desor-
denes hormonales o inmunosupresores; lo que a su vez depende de la aflatoxi-

na, dosis, tiempo de exposicion u organismo expuesto (Carvajal, 2013). El pro-
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blema principal reside en que las aflatoxinas son acumulativas de modo que
una vez que contaminan el grano o el producto agricola en campo o almacén
persisten a la digestion, al calor de la coccion o al congelamiento. Las aflatoxi-
nas son ingeridas por los seres humanos no solo a través de granos, semillas
o frutos; también se presentan en la leche o la carne de animales criados con

alimentos contaminados (Requena et al., 2005).

En México la mayoria de los estudios se han limitado a registrar la incidencia
de Aspergillus y la cuantificacion de las aflatoxinas, asi como la identificacion a
nivel de género de los hongos presentes en el grano de maiz (Hernandez et al.,
2007; Montes et al., 2009). Particularmente en el norte del estado de Tamau-
lipas, una de las zonas maiceras mas importantes de México, se llegaron a cul-
tivar mas de 230 mil ha al afio y en la ultima década en promedio se siembran
anualmente unas 100 mil ha con maiz (Reyes y Cantu, 2006). En esa region,
la incidencia de Aspergillus es frecuente y en ocasiones de tal intensidad que
ha llevado a replantear la tecnologia del cultivo del maiz en la region basada
en el desarrollo o la adecuacion de estrategias para su manejo (Reyes y Cantu,
2006; Diaz-Franco y Montes- Garcia, 2008). El género Aspergillus ocurre con
mayor frecuencia en maiz almacenado para consumo, mientras que en campo
la mayor incidencia la presenta Fusarium (Hernandez et al., 2007). Por su parte,
Montes et al. (2009) identificaron a A. flavus y A. niger en hibridos con grano
blanco o amarillo, donde éstos ultimos exhibieron mayores porcentajes de in-
feccion. Alvarado et al. (2010) detectaron alta concentracion de aflatoxinas
en siembras con una alta densidad de poblacion de maiz (siembra en camas y
concentraciones de 20.8 pg/kg); sin embargo, el riego por goteo redujo casi a
la mitad las infecciones por A. flavus (concentraciones de aflatoxinas de 11.1
ng/kg). En la ciudad de Monterrey se analizaron muestras de maiz tomadas
de diferentes puntos de distribucion y se detecté a AFB1 en un rango de 5.03
a 465.31 ng/g y AFG1 en concentraciones de 1.59 a 57.1 ng/g. De las 41
muestras analizadas, 87.8 % estaban contaminadas con aflatoxinas y 58.5
% contenia niveles por encima de los limites legales permitidos en México
(Torres et al., 1995). Por su parte, Bucio et al. (2001) analizaron maiz almacenado
en Guanajuato y concluyeron que la contaminacion por aflatoxinas no se
asocia con las condiciones del cultivo sino con las condiciones inadecuadas de
almacenamiento del grano. En el estado de Sonora, México, de 66 muestras
de maiz almacenadas siete registraron concentraciones de  AFB] menores a
las permitidas la NOM 247-SSA1-2008 (Ochoa et al., 1989) y en 111 muestras

de ‘pozol’ de mercados locales de Chiapas se detectaron 19 muestras con AFB?2
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con niveles de 0.5 a 21pg/kg, asi como trazas de AFB1 (Méndez et al., 2004).
A pesar de la consistencia en la deteccion de aflatoxinas en muestras vegetales
o semi-procesadas de maiz, las concentraciones son variables dependiendo del
origen de la muestra, condiciones de almacenamiento o ambientales, germo-
plasma, etc. (Jaime-Garcia y Cotty, 2010). No obstante, no se puede soslayar
que la acumulacion de aflatoxinas y sus efectos nocivos en el consumidor final

permanecen latentes (Carvajal, 2013).

Modos de accion de las aflatoxinas. Bioldgicamente, las aflatoxinas se com-
portan como inmunosupresores que inhiben la fagocitosis y la sintesis protei-
ca e interrumpen la formacion del DNA, RNA y las proteinas en el ribosoma
(Carvajal, 2013). Por tal razon, la Agencia Internacional para la Investigacion
en Céancer, IARC (2013) por sus siglas en inglés, en 1988 clasifico a las afla-
toxinas en el grupo 1 de micotoxinas que incluye sustancias o mezclas de ellas

con alto poder cancerigeno en humanos.

Cuando se ingiere un alimento contaminado con aflatoxina B , ésta pri-
mero se absorbe en el intestino delgado y luego es transportada en la sangre,
donde los globulos rojos y proteinas plasmaticas la conducen hacia el higado.
En las células hepaticas la toxina se metaboliza en el reticulo endoplasmético
para transformarse en las aflatoxinas P,, M|, Q, debido a que la molécula se
hidroxila. En dicha reaccion se forma paralelamente la toxina B1-8,9- epdxido
que puede detoxificarse por una transferasa formando un conjugado con el
glutation en su forma tiolica (GSH). Las aflatoxinas son mutagénicas debido
a que su estructura es afin a los acidos nucléicos y proteinas y se une a ellos
mediante enlaces covalentes. Estos enlaces ocasionan disrupciones en la trans-
cripcion y traduccion y generan la formacion de un aducto de DNA llamado
aflatoxina B1-guanina y peroxidacion de lipidos. Por tal razon las aflatoxinas,
a nivel celular, ocasionan la inhibicion del DNA, RNA, mitosis, alteraciones
cromosdmicas, que a su vez redundan en efectos carcinogénicos, teratogénicos
y mutagénicos (Carvajal, 2013; Moudgil et al., 2013).

Las aflatoxinas se sintetizan por la ruta metabolica de los policétidos
mediante reacciones de condensacién, oxidacién, reduccion, alquilacion y
halogenacién, que permiten formar una molécula que consiste en un ani-
llo cumarin unido a una unidad bis-dihidrofurano y a una ciclopentanona
(Guzman-de Pefa, 2007; Carvajal, 2013). Guzman-de Pefa (2007) seiiala que
las aflatoxinas se forman por la condensacién de la acetil-coenzima A y la
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malonil-coenzima A, produciendo la acetil-S coenzima A, molécula iniciadora
de la AFB1. Dentro de la ruta biosintética, la formacion de la versicolorina
A es particularmente relevante, ya que es la primera molécula en la via de la
AFB1 y que contiene un doble enlace en la posicion 8,9 de la molécula del
bis-furano. Este doble enlace es el blanco para la activacion de una molécula
altamente reactiva. Durante la sintesis ocurren al menos 23 reacciones enzima-
ticas y 15 intermediarios. A nivel molecular se ven involucrados 25 genes en
los pasos de inter conversion, los cuales han sido secuenciados, confirmados

por disrupcion génica y por estudios enzimaticos y estdn agrupados en una

region del DNA de 70 kb.

A nivel molecular, mas de 25 genes conglomerados en una regién de 70 kb
codifican las enzimas y proteinas reguladoras de la sintesis de aflatoxinas en
A. flavus y A. parasiticus. Entre ellos, los genes hexA, hexB y pksA son mayores a
5 kb y codifican la subunidad alfa de la sintasa de acidos grasos (de 5.8 kb); la
subunidad beta de la misma sintasa (de 5.1kb) y la sintasa de poliquétidos (de
6.6 kb), respectivamente. Por su parte, los 22 genes involucrados tienen un
tamafio promedio de 2 kb. Una regién de aproximadamente 2 kb sin marco

de lectura abierto identificable presumiblemente determina el inicio del con-

glomerado de genes (Ehrlich et al., 2005; Amare y Keller, 2014).

La biosintesis de las aflatoxinas es afectada por factores genéticos y ambien-
tales. El gen afIR es positivamente regulado y codifica una proteina acoplada a
DNA con secuencia especifica de ‘dedos de zinc’; dicho gen es requerido para la
transcripcion de la mayoria de los genes estructurales de aflatoxinas (Bhatnagar
et al., 2006). Luego, el gen regulador afl] (o aflS), adyacente a afIR, se asocia con
la expresion de pksA, norl, verl y omtA (Chang, 2003; Cleveland et al., 2009;
Georgianna y Payne, 2009; Yu et al., 2009; Amare y Keller, 2014). Adicional-
mente, la ubicacion en el cromosoma y algunos factores de transcripcion glo-
bal mediados por nitrégeno, carbono o regulados por pH también afectan la
expresion de los genes estructurales de aflatoxinas. Las fuentes de nitrogeno y
carbono, el pH, la temperatura, la disponibilidad y actividad del agua y meta-
bolitos de las plantas afectan la sintesis de aflatoxinas (Bhatnagar et al., 2006) y
estan directamente asociadas en las rutas metabdlicas correspondientes, pues
cuando el hongo se sujeta a condiciones de estrés por calor o humedad, las
aflatoxinas se sintetizan pero en cantidades minimas; bajo combinaciones fa-
vorables de ambos factores ambientales se incrementa la sintesis y los perfiles

de expresion de los genes directamente asociados a dicha sintesis, dado que la
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relacion de expresion entre aflR/afl] se correlaciona con el incremento en la
biosintesis de las aflatoxinas (Schmidt-Heydt et al., 2009).

Recientes estudios con microarreglos revelan que el genoma de A. flavus
contiene 56 conglomerados metabolicos secundarios (Georgianna et al.,
2010), ademas del conglomerado de 4cido kojico (Marui et al., 2011). Estudios
bioinformaticos basados en el algoritmo para la deteccion de novo de motivos
independientes (MIDDAS- M) permitieron identificar conglomerados adicio-
nales a los reportados por Georgianna et al. (2010) (Umemura et al., 2013). Del
total de conglomerados, cuyo nimero completo atin se desconoce, al menos
ocho se han caracterizado parcial o completamente, tales como el de los genes
de biosintesis de aflatoxinas, que se localiza entre los conglomerados de genes

de utilizacion de azucares y del acido ciclopiazénico (Amare y Keller, 2014).

Por otra parte, la pérdida de toxicidad se basa en la presencia de mutacio-
nes puntuales o deleciones en el conglomerado de genes descrito (Chang
et al., 2005). Por ejemplo, la cepa atoxigénica AF36 muestra un reemplazo de
G por A en el sitio nt591 del gen de sintasa de poliquétido, introduciendo un
coddn de terminacion en la posicion 176 del gen, deteniendo la sintesis enzi-
matica y acumulacion de aflatoxinas (Ehrlich y Cotty, 2004). A su vez, la cepa
NRRL21882 presenta una delecion en el conglomerado de genes completo
desde la region codificadora de hexA en el grupo de genes de utilizacion de
aztcares a la region telomérica (Chang et al., 2005). Finalmente, Criseo et al.
(2008) observaron cepas de A. flavus no toxigénicas con todo el grupo de genes
que presentan las cepas toxigénicas. En este caso, la atoxigenicidad se explico
debido a defectos a nivel molecular como modificaciones post- trans-
cripcionales o proteinicas, aunque aun no se tienen los elementos completos

al respecto.

Las aflatoxinas exhiben baja solubilidad en agua, pero son solubles en clo-
roformo, soluciones acuosas de metano, acetonitrilo o acetona, debido a que
los cristales de aflatoxinas no tienen las mismas propiedades de la aflatoxinas
naturales. Ademds, son relativamente inestables a la luz y al aire en estado puro
y susceptibles a la hidrolisis alcalina; son afectadas por amoniaco o hipoclori-
to de sodio (pH>10.5); termo-resistentes y estables en un rango de pH entre
3y 10; inodoras, incoloras e insipidas; asi como quimicamente, estables en
los alimentos y resistentes a la degradacion bajo procedimientos de coccion

normales y de dificil eliminacion una vez que se producen (Guzman-De Pefia,

2007; Carvajal, 2013).

63



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Implicaciones en salud humana y animal. Las aflatoxinas se encuentran prin-
cipalmente en productos agricolas como las materias primas para la prepara-
cion de alimentos balanceados para ganado en forma de contaminantes o
bien, como residuos toxicos de los productos de dicha explotaciéon zootécnica

como la leche, huevo o carne (Requena et al., 2005).

La incidencia de las aflatoxinas en alimentos para humanos y para gana-
do se ha estudiado en diversos paises (Robledo et al., 2001; Reyes-Velazquez
et al., 2008; Hong y Yusof, 2010; Nazari et al., 2013; Stojanovska-Dimzoska et
al., 2013) y, en general, se asocian con el desarrollo de cancer de higado y de
pulmoén en humanos (Liu y Wu, 2010; Wild y Gong, 2010; Carvajal, 2013;
Aliabadi et al., 2013; Magnussen y Parsi, 2013; Moudgil et al., 2013). Liu y Wu
(2010) analizaron entre 550 y 600 mil casos a nivel mundial de pacientes con
cancer de higado principalmente reportados en Africa sub-Sahariana, Sureste
Asiatico y China, determinaron que entre 4.6 y 28.2 % de dichos casos se aso-
cian directamente con la sobre-exposicién a las aflatoxinas (25-155 mil casos).
En México, la investigacion de las implicaciones y efectos de las aflatoxinas
cobré mayor importancia a partir de la década de 1990 debido a que el con-
sumo de alimentos contaminados con AFM] por animales productores de
leche representa un riesgo potencial a la salud publica, particularmente en la
poblacion infantil. En 40 hatos lecheros del estado de Jalisco se detectaron 92
% de raciones alimenticias contaminadas con aflatoxinas totales (entre 4.82 y
24.89 pg/kg) y el 80 % de leche cruda producida por los mismos estaban
contaminados con aflatoxina M1 (de 0.006 a 0.065 pug/L de leche) (Reyes et
al., 2009). En 35 muestras de alimento para perros y gatos de 12 marcas dife-
rentes en México se detectaron siete aflatoxinas (B, B,, G, G, M, M, yP))
con concentraciones altas en dos muestras (72.4 y 597pg/kg de alimento). La
aflatoxina B, se encontré en 100 % de las muestras de alimento para gatos
y 79 % para perros. Las muestras con mayor cantidad de AFB1 y AFM1 utili-

zaban maiz como principal ingrediente en la formulacién (Sharma y Marquez,

2001).

La asociacion de las mutaciones en el codon 249 del gen p53 (Moudgil et
al., 2013) se evaluo en células de carcinomas hepaticos humanos de pacientes
en Monterrey, México, detectindose los antigenos de hepatitis B y/o Cyla mu-
tacion, en 3 de 16 casos, del gen p53 y concentraciones de 0.54 a 4.64 pmol de
AFB lisina/mg de albumina. Los antigenos para el virus de la hepatitis B y/o

C fueron positivos en 12 de 20 casos. En estas condiciones aun las concentra-
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ciones relativamente bajas de AFB] pueden resultar en una situacion de
alto riesgo dada la exposicion diaria (Soini et al., 1996). Resultados semejantes
a nivel molecular se reportan en pacientes de Senegal (Coursaget et al., 1993),
Estados Unidos, Tailandia y China (Aguilar et al., 1994) y China (Jackson et al.,
2003). Carvajal et al. (2012) comprobaron la asociaciéon de las aflatoxinas con
el VPH (virus del papiloma humano) de los tipos 16 y 18 en cancer cérvico-
uterino; ademads verificaron la presencia de tumores cancerigenos (higado, co-
lon, pulmoén y pancreas) y la orina de enfermos con cirrosis viral, hepatitis B y
C y concluyeron que las aflatoxinas actian como cofactores que potencian la

incidencia de enfermedades en los organismos.

Regulaciones sanitarias. En México se han desarrollado normatividades para
regular la incidencia de aflatoxinas en cereales. En 2008 se emiti¢ la Norma
Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-2008 que indica que el limite méximo per-
misible de aflatoxinas en cereales es de 20 pg/kg tanto para el consumo humano
como de animales; ademds, aporta informacion relativa a las especificaciones
sanitarias de transporte y almacenamiento de cereales e indica que el limite
maximo de aflatoxinas en harina de maiz nixtamalizado y masa para tortillas
es de 12 pg/kg (NOM- 247-SSA1-2008). Sin embargo, es notable observar que
no existe una regulacion similar a la de las aflatoxinas para otras micotoxinas
comunmente presentes en productos agricolas tales como las fumonisinas y
las ocratoxinas (Li et al., 2011); asi como para aflatoxinas especificas como la
B1, la mas toxica, o la M| en productos licteos. Esto indica que es indispensa-
ble la implementacion de estudios para generar conocimiento relativo a estas
micotoxinas para asi desarrollar y validar nuevas medidas para el manejo de
las mismas, ademas de la legislacion reguladora pertinente. A la fecha se han
establecido los limites de aflatoxinas permisibles en los paises importadores
y exportadores de productos agropecuarios en el mundo. Por ejemplo, en Es-
tados Unidos de América se permiten 20 pg/kg en alimentos, 0.5 ng/kg de
aflatoxina M1 en leche (FDA-USA, 2012); en la Union Europea, sélo se per-
miten méaximo 20 ng/kg de aflatoxina B1 (UE-EFSA, 2002). El Reglamento
Sanitario de los Alimentos de Chile (2012) indica que solo deben permitirse
hasta 5 ng/kg de las aflatoxinas B, B,, G, y/o G, en alimentos y hasta 0.05
pg/kg de M, en leche.

Estrategias de manejo integrado. En la actualidad son escasos, particularmen-
te en México, los programas que incluyan un manejo integral para la disminu-

ciéon de las aflatoxinas y de los hongos productores de las mismas. En el estado
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de Tamaulipas se tomaron medidas para el control de la contaminacion por
aflatoxinas a partir de las fuertes contaminaciones en el grano (alrededor del
90 %) y los altos niveles de aflatoxinas (concentraciones entre 63 y 167 pg/kg)
(Moreno y Gil, 1991; Carvajal y Arroyo, 1997) ocurridas en el maiz cultivado
en la region durante 1989 y 1990; lo que se asocié con la presencia de tempera-
turas altas y el ataque severo de plagas en la etapa reproductiva del cultivo, asi
como factores favorecedores del drastico incremento de la contaminacién del

grano en los almacenes regionales (alta humedad y temperatura).

En el caso del campo, el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) desarrollé un paquete tecnoldgico para el cultivo
del maiz en la regién norte de Tamaulipas. Estas medidas incluyen la fecha de
siembra temprana, la densidad adecuada de siembra, una adecuada irrigacion
(tres riegos de auxilio) y el monitoreo estricto de insectos plaga favorecedores
de la infeccion por hongos aflatoxigénicos en la mazorca (Rodriguez et al.,
1995; Reyes y Cantu, 2006; Cantu- Almaguer et al., 2010). Para 1991 el grano
contaminado se redujo al 20 % como resultado del desarrollo y aplicacion
del paquete tecnologico. Adicionalmente, el INIFAP liberé en 1992 el hibrido
HV-1, un maiz con grano blanco semi- dentado tolerante a condiciones de
siembra en suelos de segunda clase (Reyes y Cantu, 2003; 2004). Por su parte,
Martinez et al. (2003) reportaron que las concentraciones de aflatoxinas en mas
del 70 % de los maices cultivados o almacenados en los municipios Tamauli-
pecos de Camargo, Gustavo Diaz Ordaz, Matamoros, Reynosa, Rio Bravo, San
Fernando y Valle Hermoso en 1998 exhibieron valores mayores a los méximos

aceptados por las normas nacionales y de otros paises para la comercializacion

del grano, desde 20 hasta 233 pg/kg.

Posteriormente, y en respuesta al problema de la poca disponibilidad de
agua para riego, el programa de mejoramiento genético del INIFAP orienté la
investigacion a la formulacién de maices tolerantes a las altas temperaturas y
sequia. En 2003 se liberaron los hibridos trilineales H-437 y H-439, mismos
que produjeron en promedio 3.7 toneladas por hectarea (Reyes y Cantu, 2003,
2004). Los hibridos H-436 y H-437 tuvieron los menores porcentajes de conta-
minacion por hongos de los géneros Aspergillus spp., Fusarium spp. y Penicillium
spp. (Herndndez et al., 2007); por su parte, en el hibrido de grano amarillo H-
443A se detecto 14 ng/kg de aflatoxinas mientras que siete hibridos de grano
amarillo ampliamente sembrados en el norte de Tamaulipas presentaron de
36 a 218 pg/kg en la semilla (Reyes et al., 2009).
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De once genotipos de maiz comunmente cultivados en México, Popcorn,
C-526, Garst 8366, AS910 y 30G40 fueron resistentes a la colonizacién por
A. flavus y la acumulacion de aflatoxinas; mientras que fueron susceptibles
los hibridos 3002W/, 30R39, Creole, C-922, HV313 y P3028W. Las concen-
traciones mayores correspondieron a AFB1 (26.1 mg/kg + 14.7), mientras que
AFB,, AFG, and AFG, presentaron concentraciones residuales. Los resul-
tados indican que hay respuesta diferenciada a la infeccion y acumulacion
de aflatoxinas y hace necesario el desarrollo de germoplasma resistente a este

problema fitosanitario (De Luna-Lopez et al., 2013).

Lo anterior ofrece una perspectiva de la recurrente gravedad de la inciden-
cia de hongos aflatoxigénicos en la region norte de Tamaulipas y fronteriza
con EUA desde fines del siglo XX. También, hace notar el hecho que los
relativos éxitos en el control del hongo y de sus aflatoxinas no se han obtenido
directamente, sino que, indirectamente y a través de la liberacion de germo-
plasma con resistencias individuales o combinadas a factores favorecedores de
la infeccion (plagas, sequia) se logran reducciones significativas. Este punto es
de importancia: debe proponerse la estandarizacion de técnicas de evaluacion
y seleccion de germoplasma promisorio que conlleve el desarrollo de progra-
mas de mejoramiento genético enfocados en la evaluacion, seleccion, cruza-
miento y liberacion de germoplasma resistente al patdgeno y sus metabolitos.
De igual forma, debe ponerse atencion, a la par del mejoramiento como tal,
en el mapeo de genes de resistencia y generacion de mapas de ligamiento que
faciliten la seleccién de progenitores y los programas de hibridacion (Cary
et al., 2011). De igual forma, las condiciones climaticas en campo y almacén
también motivan cambios en las estrategias, asi como la aparicion de nuevas
cepas toxigénicas en las regiones maiceras y que afectan la estructura genética
de las comunidades de Aspergillus (Cotty y Jaime-Garcia, 2007; Jaime-Garcia y
Cotty, 2010). Ello motiva a la constante modificacién del patron de cultivos
en la region como medida urgente y radical para reducir la incidencia de dichos
hongos, asi como la constante busqueda y definicion de nuevas estrategias de

manejo integrado del problema (Jaime-Garcia y Cotty, 2010).

Medidas de control en campo y almacén. El control de Aspergillus o sus toxi-
nas en la planta de maiz ha consistido en la utilizacion de productos quimicos
para su erradicacion. Sin embargo, esta estrategia es relativamente costosa.
Los insectos que podrian actuar como vectores al facilitar la entrada de coni-

dios dentro de la mazorca han generado resistencia a los insecticidas. Aunado
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a lo anterior existen restricciones en el uso de plaguicidas dadas las regulacio-
nes ambientales. En México se han identificado algunos coledpteros presentes
en maiz como Carpophilus fremani, Carthartus quadricollis y Sitophilus zaemais; de
ellos, Sitophilus se asocia con 90 % de las infecciones por A. flavus en campo (Gar-
cia et al., 2003). En cuanto al control biologico se ha comprobado la reduccion
del crecimiento o de la produccién de aflatoxinas o incluso la modificacion de
las estructuras de las aflatoxinas debido a la accion de bacterias y hongos tales
como A. niger, Rhodococcus corynebacterioides (Niocardia corynebacteroides), Candi-
da parapsilosis, Myxococcus fulvus, Mucor ambiguus y Trichoderma wiride. No obs-
tante, la mayoria de esos estudios se ha realizado en condiciones de labora-
torio (Suarez et al., 2007; Tejada-Castaiieda et al., 2008; Yin et al., 2008; Wu et
al., 2009; Nogueira et al., 2010; Zhao et al., 2010; Aliabadi et al., 2013; Devreese
et al., 2013). Las bacterias del género Bacillus muestran actividad anti- fungica
contra A. flavus (Moyne et al., 2001; Taylor y Draughon, 2001). Palumbo et al.
(2006) informaron que Bacillus ofrece un efectivo antagonista al crecimiento
de A. flavus en almendras. Por su parte, Gao et al. (2011) observaron que una
cepa de B. subtilis obtenida de intestinos de peces fue capaz de detoxificar las
toxinas y de degradar las aflatoxinas B,, M,y G, en un 80, 60 y 80 %,
respectivamente. Entre los mecanismos utilizados por los microorganismos
antes senalados para reducir el crecimiento de Aspergillus o la produccion de
las aflatoxinas estan la competencia por espacio y/o nutrimentos, antibiosis
via la sintesis de enzimas degradadoras, parasitismo, o bien, la union de las
moléculas de la aflatoxina a las paredes celulares del microorganismo biocon-
trolador en virtud de su marcada hidrofobicidad (Niknejad et al., 2012). Ello
lleva a considerar esta estrategia como una alternativa promisoria en el manejo

de aflatoxinas.

Los compuestos Butil-hidroxianisol (BHA), Butil- Hidroxi-tolueno (BHT)
y Propil-parabeno (PP) controlan el crecimiento y la sintesis de aflatoxinas de
A. flavus y A. parasiticus (Thompson, 1992) en granos almacenados. Moreno
y Vézquez (2000) evaluaron la efectividad de los propionatos de amonio, de
calcio y de sodio en la reduccion de la incidencia de A. flavus y sus aflatoxinas
en maiz de Tamaulipas. Los tres propionatos redujeron la incidencia de afla-
toxinas por debajo de los 20 pg/kg; sin embargo, se observo fitototoxicidad
de los fungistatos en la germinacion del grano de maiz pues la germinacion del
grano tratado con las cuatro dosis del propionato de amonio fue cercana a cero.
Otros compuestos reducen el crecimiento del hongo y la consiguiente conta-

minacién del hospedante (Lira, 2003). Tequida et al. (2002) reportaron que

68



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

extractos alcoholicos metanolicos y/o etanolicos de ‘gobernadora’ (L. tridenta-
ta) inhibieron el crecimiento de A. flavus y A. niger en un rango de 40 hasta 100
%. Rocha-Vilela et al. (2009) determinaron que el compuesto 1,8-cineolo aisla-
do de Eucalyptus globulus inhibio el crecimiento y la produccion de aflatoxina
B, de A. flavus y A. parasiticus. Por su parte, Moreno y Gonzalez (2011) indi-
caron que los extractos alcoholicos de ‘gobernadora’ (3 a 7 mg/mL de con-
centracion) inhibieron hasta 100 % el crecimiento de A. flavus. El-Nagerabi et
al. (2013) evaluaron extractos de hoja, resinas y aceites esenciales de Boswellia
sacra para el control de A. flavus y A. parasiticus; la resina y el aceite esencial
inhibieron, entre 40 y 90 %, el crecimiento y la secrecién de aflatoxinas de
ambos géneros fungicos. Los extractos de plantas u otros agentes biocontrola-
dores usualmente contienen sustancias que muestran un efecto directo en la
reduccion o total inhibicion del crecimiento de Aspergillus, via degradacion de
componentes estructurales de pared y membrana y organelos (Nogueira et al.,
2010). Por ejemplo, se reportan acido guaiarético, acido linoléico, quinonas,
terpenos, cumarinas, precocenos, glicdsidos, acido carnosico, etc. (Tequida
et al., 2002; Nogueira et al., 2010; Moreno y Gonzalez et al., 2011). Los resul-
tados de estos trabajos con extractos de plantas son promisorios en virtud de
que debe ponerse énfasis en la caracterizacion y deteccién de compuestos con

utilidad para el manejo de hongos toxigenos del grano de maiz.

Otro método consiste en el uso de bolsas de silo fabricadas con poliesti-
reno y filtro de rayos ultravioleta. El tamafio mas utilizado es de 60-75 m de
largo y 2.7 m de ancho. Cada bolsa puede almacenar unas 200 ton de grano.
Dicho método es econdmicamente costeable ya que proporciona una forma

eficiente de preservar el grano (Fornieles, 2001).

La estrategia de manejo que ha mostrado ser efectiva en la reduccion de la
contaminacion de aflatoxinas en pre y post cosecha del maiz consiste en el uso
de razas atoxigénicas (que no producen toxinas) de A. flavus, mismas que por
competencia por los mismos sustratos para el crecimiento y desarrollo despla-
zan a las poblaciones de hongos toxigénicos (Yin et al., 2008; Degola et al.,
2011). Esta medida de control biologico se utiliza en el sur de Estados Unidos
(Arizona, California, Texas) en cultivos como maiz, algodonero, cacahuate y
pistache, donde la incidencia de aflatoxinas se reduce del 70 hasta 90 % (Pitt
y Hocking, 2006; Dorner, 2008; Abbas et al., 2011a). Para que la exclusién com-
petitiva sea eficaz, las cepas no toxigénicas factibles para aplicarse a manera

de biocontrol deben ser predominantes en los entornos agricolas cuando los
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cultivos son susceptibles de ser infectados por las cepas toxigénicas. Algunas
caracteristicas de dichas cepas son su capacidad de crecimiento y esporulacion,
su estabilidad genética, capacidad para adaptarse a ambientes desfavorables y
control de la sintesis de aflatoxinas, acido ciclopiazénico y fumonisinas (Ab-
bas et al., 2011b). Las cepas que mejores resultados han mostrado en campo
y almacén son AF36, NRRL21882 (Alfa Guard®), CT3 y K49 de A. flavus y
NRRL21369 de A. parasiticus, entre otras mismas que han promovido reduc-
ciones variables en la sintesis de aflatoxinas, 4cido ciclopiazonico y fumonisi-
nas en maiz y otros cultivos, que van desde un 20 a un 90 % en comparacion
con plantas no tratadas (Abbas et al., 2006; 2011a; 2011b). Nuevas estrategias
de biocontrol, aun en evaluacién en campo, consisten en aplicar la cepa atoxi-
génica de A. flavus mezclada con sustratos bioplasticos. Por ejemplo, se esta
probando la mezcla de los conidios de la cepa atoxigénica con un bioplastico
basado en almidén (Mater-Bi®) (Accinelli et al., 2009; 2012); asi como la apli-
cacion de la cepa a la mazorca (mas eficaz que al aplicarse en el suelo) mezclada
en granulos dispersables en agua basados en arcilla, igualmente con resultados
de control promisorios (Abbas et al., 2011b).

Medidas para descontaminar el grano. El proceso de descontaminacion ideal
debe ser barato, sencillo y que no produzca compuestos secundarios téxicos o
que altere las caracteristicas nutrimentales y de palatabilidad durante o des-
pués de su utilizacion (Elias et al., 2002). En México se han utilizado principal-
mente métodos fisicos como la nixtamalizacion, extrusion y eliminacion por
adsorbentes. De acuerdo con Guzmin et al. (1995) y Anguiano et al. (2005),
el proceso de nixtamalizacion destruye del 95 al 100 % de las aflatoxinas del
maiz. En este sentido, también Pérez-Flores et al. (2011) reportaron que un
método modificado para fabricar tortillas basado en el uso de microondas
redujo entre 68 y 84 % la incidencia de aflatoxinas Bl y B2; Torres
et al. (2001) encontraron reducciones de 52, 85 y 79 % de aflatoxinas en
tortillas, totopos y frituras, respectivamente. Mientras que la nixtamalizacion
redujo los niveles de AFB1, AFM1 y AFB1 8- 9 dihidrodiol en 94,90y 93 % res-
pectivamente en muestras con altos niveles de contaminacion, la extrusion del
grano de maiz con agua conteniendo 0.3 % de cal y 1.5 % de peroxido de hidro-
geno redujo al 100 %; ademis, la cal y el peréxido de hidrogeno no afectaron el
aroma y el sabor de las tortillas. Diversas modificaciones de la nixtamalizacion,
la extrusion y la combinacion de ambas se han evaluado con base en sus efectos
en la eliminacion de contaminantes y la calidad de la tortilla, aunque algunos

resultan costosos o requieren mds energia. La mayoria de estos procesos no se
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han utilizado comercialmente para descontaminar maiz, aunque su estudio
podria tener aplicaciones y resultados promisorios en el corto plazo (Comu-
nicacion Personal. Dr. Juan De Dios Figueroa-Cardenas. CINVESTAV-IPN
Unidad Querétaro. Querétaro, México. 2012). Asi mismo, el uso de sustancias
descontaminantes naturales o sintéticas denominadas ‘secuestrantes’ (arcillas,
zeolitas, bentonitas, carbon activado, aluminosilicatos, polimeros y productos
de la pared celular de levaduras) pueden contrarrestar la toxicidad de las afla-
toxinas (Ramos y Hernandez, 1997; Boudergue et al., 2009; Tapia-Salazar et
al., 2010); a diferencia de México, éstas estrategias se han evaluado expe-

rimentalmente en ganado en Europa (Devreese et al., 2013).

DISCUSIONY PERSPECTIVAS

El maiz es el alimento mas importante en la Republica Mexicana, por lo
que es necesario optimizar su produccion y conservacion de manera inocua.
El ataque de diversos patdgenos en el campo y el almacén causan dafos a la
produccién; no obstante, no se utilizan de manera generalizada medidas de
control directas y efectivas para reducir o anular la infeccion por hongos toxi-
genos de la mazorca, salvo medidas preventivas que desfavorecen la infeccion
o la produccion de dichas toxinas. Una de estas medidas consiste en la modi-
ficacion de las fechas de siembra de modo que la fase sensible del ciclo biolo-
gico del maiz, la reproductiva, no coincida con las condiciones ambientales
favorables o al estrés ambiental o a la alta incidencia e infeccion de hongos
aflatoxigénicos. Esta medida se aplica en conjunto con el uso de hibridos con
tolerancia a factores de estrés, como las altas temperaturas y el déficit hidrico
(Reyes y Cantu, 2006). La alta incidencia de hongos toxigenos en maiz y la
ocurrencia de sus micotoxinas contaminantes son particularmente pre-
ocupantes en el maiz producido en regiones como el noreste de México, asi
como a nivel mundial en Europa, América y Africa. Esto es de vital importan-
cia si la produccion se destina mayormente al consumo humano como ocurre

en Africa y América Latina.

Los impactos agronémicos que han experimentado los Estados Unidos de
América debido a la pérdida de granos en campo y almacén evidencio la nece-
sidad de generar propuestas efectivas para minimizar la incidencia de hongos
aflatoxigénicos. Los esfuerzos se han dirigido al desarrollo o adecuacion de

las practicas de cultivo como la labranza, fertilizacion, densidad de siembra,
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irrigacion, control de insectos y fechas de siembra, mejoramiento genético
y mapeo de genes de resistencia (Cary et al., 2011; Devreese et al., 2013; Mag-
nussen y Parsi, 2013), entre otras. En México sucedio algo similar, particular-
mente en las zonas maiceras del norte del pais, se desarrollaron estudios que
generaron paquetes tecnologicos, particularmente por el INIFAP, que trataron
de minimizar la contaminacién por aflatoxinas en la mazorca, la tolerancia al
estrés ambiental y maximizando el potencial de rendimiento de grano del cul-
tivo (Reyes y Cantu, 2006). A pesar de esto, las afectaciones por los hongos

aflatoxigénicos son recurrentes y, en ocasiones, significativas.

Lo anterior propone algunas lineas de investigacion que deberian seguirse
en el mediano y largo plazos al menos con marcado énfasis en las regiones
maiceras de México donde Aspergillus y sus aflatoxinas son importantes. Debe
continuarse el diagnostico y la evaluacion oportuna de los danos por hon-
gos y plagas, identificar asociaciones, medir respuestas y generar paquetes tec-
nolégicos que permitan paulatinamente reducir o inhibir por completo a los
hongos aflatoxigénicos, la contaminacion por aflatoxinas y una produccion
de maiz con alta calidad sanitaria, nutrimental y rentable en aquellas regiones
productoras que presentan dafos recurrentes por hongos aflatoxigénicos. Un
nicho de oportunidad, consiste en la evaluacion consistente y sistematica de
cepas no toxigenas en el germoplasma de maiz con grano blanco o amarillo,
adaptado a cada region agroecologica, de modo que se valide su pertinencia
en el control de los hongos y sus aflatoxinas en México, particularmente en el
mediano y largo plazo en el contexto del cambio climatico global y con la inte-
gracion de grupos de investigacion multidisciplinarios (agronomos, biovlogos
moleculares, mejoradores, fitopatélogos, meteorologos, etc.) (Paterson y Lima,
20105 2011). Otro nicho de oportunidad se basa en el desarrollo de investiga-
cion bésica y aplicada de Aspergillus y sus aflatoxinas en México, pues es escaso
el estudio a nivel genético-molecular en cepas Mexicanas del hongo y de sus
aflatoxinas, asi como del estudio integrativo del patosistema maiz-Aspergillus-
aflatoxinas. Poco se sabe del analisis a nivel genético, de estructura genética de
poblaciones, distribucién de morfotipos, interacciones morfotipos-genotipos
de maiz, etc. Tampoco se conducen estudios consistentes relativos a la geno-
mica funcional de los componentes del patosistema ni de su interaccion, bajo
condiciones ambientales particulares como estrés por sequia y/o altas tempe-
raturas, lo que se agrupa en el mecanismo denominado ‘quorum- sensing’ y el

‘complejo Velvet’ identificados en A. flavus y sus implicaciones en las rutas del
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metabolismo secundario (Cleveland et al., 2009; Georgianna y Payne, 2009;
Amaike y Keller, 2011; Amare y Keller, 2014).

Esnecesario, ademas, mantener los cuidados previos a la cosecha para evitar
la contaminacién por hongos. En campo, proveer buenos niveles de humedad
y evitar el estrés hidrico, asi como suelos con buena fertilidad o suplementado
con los niveles de nutrimentos recomendados para el cultivo. Una vez verifi-
cada la cosecha, debe procurarse que las condiciones de humedad en el al-
macén sean bajas, proporcionar aireacion para evitar la formacion de ‘puntos
calientes’ en los almacenes o silos (Bucio et al., 2001; Magan y Aldred, 2007).
Otra opcion es el uso de sustancias como los 4cidos orgdnicos que inhiben el

crecimiento de los hongos o bien, enzimas que degradan selectivamente las

aflatoxinas (Magan y Aldred, 2007).

Una nueva alternativa se basa en la liberacion experimental y en siembra
piloto de germoplasma de maiz transgénico o genéticamente modificado con
resistencias individuales o ‘apiladas’ a herbicidas (glifosato, glufosinato de amo-
nio), plagas de lepidopteros, plagas de raices y tallos que, al menos en el norte
de Tamaulipas, muestran resistencia a plagas de lepidopteros de la mazorca y
menores niveles de infeccion por hongos potencialmente toxigenos en la ma-
zorca (SENASICA, 2014). Sin embargo, la investigacién estd en proceso y atin
no se tienen resultados concluyentes y, adicionalmente, estan los resultados
previos de Reddy et al. (2007) quienes concluyeron que el uso de germoplas-
ma de maiz con resistencia a glifosato y que permite el control de malezas con
dicho herbicida, mostro incrementos en la incidencia de A. flavus en el suelo
tratado con el herbicida, aunque no incrementos en la presencia de aflatoxi-
nas y fumonisinas en el grano. Aparentemente, el glifosato se une a la matriz
coloidal del suelo dejando menor proporcion de material biodisponible para
interferir con el crecimiento del hongo aflatoxigénico o, incluso, con cepas no

aflatoxigénicas usadas como biocontrol (Accinelli et al., 2005; Yin et al., 2008).

CONCLUSIONES

El estado actual del estudio de Aspergillus y sus micotoxinas en maiz ha
mostrado avances importantes en fechas recientes en México, de modo que
las altas incidencias y dafios observados en décadas pasadas se han reducido

significativamente. Sin embargo, el problema persiste debido a que se pueden
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presentar los factores que propician la incidencia de hongos toxigénicos en
campo y almacén, generando pérdidas millonarias en el sector agricola. Por
ello, es imperativo continuar con el diagnostico y andlisis de la incidencia y
dafios por aflatoxinas en el cultivo del maiz en México. Por ello se conside-
ra necesario establecer programas de prevencién que incluyan los siguientes
puntos: 1) divulgacién de los problemas econémicos y de salud causados por
la contaminacion con aflatoxinas, 2) utilizacion de programas de Analisis de
Peligros y de Puntos Criticos de los Sistemas de Control (‘Hazard Analysis
Critical Control Point Systems’, HACCPS), 3) desarrollar y consolidar la eva-
luacion de las nuevas estrategias de tipo quimico, cultural y/o biologico de la
incidencia de hongos aflatoxigénicos y sus aflatoxinas; 4) mantener el mejora-
miento genético del maiz por resistencia a plagas de insectos, factores de estrés
ambiental como sequia y altas temperaturas y sentar las bases para el
mejoramiento genético consistente enfocado a la caracterizacion genética e
identificacion de progenitores, su cruza y seleccién y mapeo de genes de resis-
tencia a la infeccion por hongos aflatoxigénicos o inhibitorios de la sintesis de
aflatoxinas y 5) establecer y mantener programas de salud epidemioldgica y de
diagnostico tanto en humanos como en animales, conjuntamente con la crea-
cion de normas oficiales y métodos de diagnostico y cuantificacion especificos
baratos, reproducibles, rdpidos, sensibles y confiables para las aflatoxinas en

el maiz producido en México.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un método de inoculacion
con teliosporas del hongo Sporisorium reilianum f. sp. zeae en semillas de maiz
que resulte en un alto y consistente porcentaje de infeccion de plantulas, e
implementarlo en programas de seleccién de germoplasma resistente a este
patogeno. Semillas de maiz susceptible a la enfermedad se inocularon con
diferentes métodos que permitieron el contacto entre patdgeno y hospedan-
te (teliosporas-semilla). Las semillas inoculadas se sembraron en macetas con
suelo estéril en condiciones de 25 °C y fotoperiodo de 12 h luz. A 25 d des-
pués de la siembra se cuantificé el numero de plantulas infectadas mediante
la observacion de micelio en el mesocotilo. Se determind que semillas inocu-
ladas con una suspension de 1.7 x 107 teliosporas mL! y 1% de carboximetil-
celulosa de sodio, produjeron 93.3 y 96.6% de infeccion en plantulas de maiz
susceptible del criollo Blanco de Toluca y del hibrido AS- 910, respectivamen-
te. En plantulas infectadas se observé micelio intracelular en el parénquima
del mesocotilo sin provocar sintomas visibles, en plantas adultas se present¢ la
formacion de soros en la panoja y mazorca. La identidad del micelio presente

en el mesocotilo se confirmo mediante la técnica de PCR usando los iniciado-

res especificos SR1y SR2.

Palabras clave: Zea mays, carbon de la espiga, carboximetilcelulosa, teliosporas.
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El carbon de Ia espiga del maiz (Zea mays), por Sporisorium reilianum f. sp. zeae
(sin. Sphacelotheca reiliana), se encuentra en varios paises de Europa, Norte y
Sur de América, China, Australia, Nueva Zelanda, India occidental, Palestina,
y otros paises. En México, es de mayor importancia en la zona del Bajio don-
de ocasioné pérdidas de 30% de 1956-1961. Esta enfermedad se encuentra
presente en los estados de Jalisco, Durango, Hidalgo, Puebla, Querétaro, Gua-

najuato, Michoacan, Oaxaca, Sonora, Tamaulipas y Aguascalientes (Aquino

et al., 2011).

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

al meristemo apical (Martinez et al., 1999).

Debido a que la infeccion ocurre durante la germinacion y las primeras
etapas de desarrollo de la plantula de maiz, la principal estrategia de control se
basa en la aplicacion de fungicidas a la semilla para evitar el contacto entre el
patogeno y el hospedante durante estas etapas (Stienstra et al., 1985; Martinez
y Ledesma, 1990; Wright et al., 2006). Por otra parte, mediante la evaluaciéon
de la expresion de la enfermedad se han identificado variedades e hibridos de
maiz tolerantes (Stromberg et al., 1984; Aquino et al., 2011). Por lo tanto, la
obtencién de materiales resistentes es el método mas efectivo de control del
carbon de la espiga, por ello se requieren técnicas de inoculacion efectivas
para promover la infeccion del hospedante por el patdgeno. Para lograr la
infeccién de plantulas de maiz, se han usado mezclas de suelo con teliosporas
y su deposicion junto con semillas (Stromberg et al., 1984; Matyac y Komme-
dahl, 1985b; Whythe y Gevers, 1988; Pradhanang y Ghimire, 1996), suspen-
siones de teliosporas aplicadas al momento de la siembra (Baggett y Koepsell,
1983; Martinez y Ledesma, 1990), inoculacion hipodérmica de plantulas con
basidiosporas (Craig y Frederiksen, 1992), e infiltracion de teliosporas a la

semilla mediante la generacion de vacio (Metha, 1967). Sin embargo, estos
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métodos producen porcentajes de infeccion que varian de 5 a 95.8 %, lo cual
limita su utilidad en un programa de seleccion de resistencia a la enfermedad.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue desarrollar un método
de inoculacion eficaz y, con el cual se obtenga un alto y consistente porcenta-
je de infeccion de plantas, con la finalidad de que pueda implementarse en

programas de seleccion de germoplasma de maiz resistente a la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y almacenaje de teliosporas. En el verano de 2006 se recolecta-
ron panojas y mazorcas de plantas de maiz infectadas con Sporisorium reilianum
f. sp. zeae, en lotes con siembras comerciales de maiz en el Municipio de Mix-
quiahuala, estado de Hidalgo, México. El material vegetal infectado se coloco
en charolas de pléstico y se dejo secar por 7d en un invernadero, para poste-
riormente recuperar las teliosporas en bolsas de papel, donde se conservaron
a 20 £ 2 °C hasta su utilizacion.

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

radas en papel filtro.

La viabilidad del inodculo se verifico previo a los tratamientos de inocula-
cion en semilla. Para ello se prepard una suspension de 50 000 teliosporas
mL"! en agua destilada estéril y se depositd 1 mL por caja Petri con medio
de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) preparado con papas (Gilchrist et al.,
2005). Las cajas se incubaron en oscuridad a 25 °C y a 48, 72 y 96 h después
cinco cajas se observaron directamente al microscopio, se cont6 el nimero
de teliosporas germinadas por campo a una magnificacion de 40X. Por cada
caja se observaron cuatro campos y el promedio de germinacion se registro en

porcentaje.

Inoculacion de semillas de maiz con teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae. Se-
millas de maiz de los cultivares Criollo Blanco de Toluca (CBT) y del hibrido
Aspros910 (AS-910), ambos de endospermo blanco y susceptibles al carbén
de la espiga, se desinfestaron con una solucion a 1.5 % de NaOCI por 3 min,
se lavaron con tres cambios de agua destilada estéril y se secaron a 22 °C sobre
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papel absorbente estéril. Luego, las semillas de ambos materiales se inocula-

ron con teliosporas utilizando los siguientes métodos:

1. Carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC; marca libre: Drogueria Metropo-
litana, México, D.F.). Se prepar6 una suspensioén a 1 % de NaCMC y 1.7
x 107 teliosporas mL!. En esta suspension se incorporaron 50 semillas de
maiz por 1 min, se recuperaron individualmente y se colocaron sobre pla-
tos de poliestireno para su secado a temperatura ambiente (22 °C) durante
48 h.

2. Capsulas. Capsulas farmacéuticas de gelatina rigida del numero 1, se lle-
naron con 500 mg de teliosporas y se depositaron junto a semillas de maiz
al momento de la siembra en macetas. Se colocd una cipsula por semilla.

3. Adyuvante de pesticidas (Agrocer® 010). Se preparé una suspension a 0.2%
(v/v) y 1.7 x 107 teliosporas mL". En ésta suspensiéon se sumergieron 50
semillas de maiz por 1 min, se recuperaron individualmente y se colocaron
sobre platos de poliestireno para su secado a temperatura ambiente (22 °C)
durante 48 h.

4. Dispersante (KEM—KOLMR)‘ Se prepard una suspension a 0.2 % (v/v) y
1.7 x 107 teliosporas mL!. En ésta suspension se sumergieron 50 semillas
de maiz por 1 min, se recuperaron individualmente y se colocaron sobre
platos de poliestireno para su secado a temperatura ambiente (22 °C) du-
rante 48 h.

5. Semilla impregnada con teliosporas. En una bolsa de polietileno de 20 x
14.5 cm, se depositaron 3 g de teliosporas, se agregaron 50 semillas de maiz
y se mezclaron por 1 min, se recuperaron individualmente y se colocaron
sobre platos de poliestireno.

6. Semillas con dafio mecanico e impregnadas con teliosporas. Para ocasionar
dafios sobre la superficie de la semilla, entre dos papeles lija No. 4 se frota-
ron 50 semillas de maiz por 1 min, posteriormente se depositaron en una
bolsa de polietileno de 20 x 14.5 cm con 3 g de teliosporas y se mezclaron
por 1 min, luego se recuperaron individualmente y se colocaron sobre pla-
tos de poliestireno.

7. Esmalte acrilico (Aero Comex™®?). En una bolsa de polietileno de 20 x 14.5
cm, se depositaron 3 g de teliosporas, se agregaron 50 semillas de maiz y se
agitaron por 1 min. Las semillas se extrajeron y, después de rociarlas con es-
malte en aerosol por 1 min, se secaron a 22 °C sobre platos de poliestireno

para su secado a temperatura ambiente (22 °C) durante 48 h.
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8. Testigo. Semilla desinfestada. Las semillas de maiz inoculadas de los trata-
mientos anteriores se sembraron en macetas con suelo estéril con pH de
8.0, conductividad eléctrica de 5.08 dSm™, contenido de materia orgdni-
ca de 3.23% vy textura franco-arenosa (arena 75.6%, limo 14.5% vy arcilla
9.9%). Las macetas se colocaron en una caimara bioclimatica (Modelo CEL
38-15), distribuidas en un disefio de bloques completos al azar con siete
unidades experimentales (repeticiones), a 25 °C con un fotoperiodo de 12
h luz, generado por 16 lamparas de luz blanca fluorescente de 160 watts.
Cada unidad const6 de una maceta con cinco semillas inoculadas. La varia-
ble evaluada fue: niumero de plantulas infectadas con S. reilianum f. sp. zeae

expresada en porcentaje.

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

2300).

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

sintomas caracteristicos de la enfermedad.

Identidad molecular del micelio infectivo. La identidad del micelio obser-
vado en los tejidos del mesocotilo se verificd por la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) con los iniciadores SR1 y SR2,
5 CAGGTTATGTATGGGCCG-3’, 55 TTGAGCGATGACCATTCC-3,
respectivamente, especificos para S. reilianum f. sp. zeae que amplifica ADN
gendmico (Xu et al., 1999). Para la extraccion de ADN, tanto de tejido vegetal
como de basidiosporas se utilizo el DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 2009)

siguiendo el protocolo especificado.
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El ADN de tejido vegetal se obtuvo del mesocotilo de plantulas 25 d des-
pués de su siembra, procedentes tanto de semillas inoculadas con el hongo
(I % de NaCMC y 1.7 x 107 teliosporas mL"') como de semillas sin inocular
(Testigo). Mientras que el ADN del hongo se obtuvo de cultivos monoespori-
diales (basidiospora) de 72 h de crecimiento a 25 °C en oscuridad de acuerdo
a Xu et al. (1999). Para esto, 0.5 mL de suspension en agua destilada estéril con
50 000 teliosporas mL" se distribuyeron en PDA y de las colonias aisladas que
se desarrollaron se tomaron muestras con un asa estéril para cultivos puros de

basidiosporas en PDA.

Las pruebas de PCR incluyeron un testigo positivo (ADN de basidiospo-
ras), un testigo negativo (ADN de tejido vegetal de plantas testigo sin inocular)
y muestras de plantas inoculadas (ADN de tejido vegetal de plantas desarrolla-

das a partir de semillas inoculadas).

La reaccion se llevo a cabo en un volumen total de 50 uL y por cada re-
accién se utilizd un tubo para PCR en el cual se adicionaron los siguientes
reactivos: 10 pL de buffer de amplificacion (GoTaq® Flexi Buffer, Promega),
5 uL de MgCl 25 uM, 1 pL de mezcla de nucleotidos a 10 uM de cada uno,
1 pL de cada iniciador a 1 pM, 0.25 pL de la enzima GoTaq® ADN polimerasa
(5u/pL), 4 pL de DNA correspondiente y 27.75 pL de agua libre de nucleasa.
Los reactivos se mezclaron con un paso de vortex y la mezcla se centrifugd por
5s. Las reacciones PCR se realizaron en un termociclador (TC-300, Techne®)
con los siguientes parametros: 1 ciclo de 4 min a 94 °C, 1 min a 56 °Cy 2 min
a 72 °C, seguido por 36 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 56 °C y 2 min a
72 °C. El programa finalizé con 10 min a 72 °C. Los productos amplificados
se separaron por electroforesis en gel de agarosa 1 % a 85 V durante 40 min,
se tifneron con bromuro de etidio a 1mg L' y visualizaron en un fotodocumen-
tador (Gel Doc 2000, BIO-RAD®). La detecciéon de un fragmento de 0.96 kb
fue evidencia de la presencia de S. reilianum f. sp. zeae en el tejido vegetal, de

acuerdo a Xu et al. (1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Viabilidad de teliosporas. En medio de cultivo PDA a 25 °C, se registr6 19,
29.8 y 35.4 % de germinacion de teliosporas después de 48, 72 y 96 h, res-
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pectivamente. Las teliosporas formaron un basidio septado con cuatro células
(Figura 1), cada una de las cuales origind una basidiospora que desarrollo

colonias tipo levadura de color crema.

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

Los porcentajes de germinacion de teliosporas observados en esta investi-
gacion después de 48 h de incubacion fueron superiores en 7 puntos porcen-
tuales a los reportados por Osorio y Frederiksen (1998), quienes obtuvieron
germinaciones maximas de 12% en PDA después de 48 h de incubacion en
oscuridad a 28 °C. Las diferencias podrian deberse a las condiciones de alma-
cenaje, incubacion y medio de crecimiento utilizado. Pai y Pan (1964) observa-
ron que teliosporas de S. reilianum almacenadas por 30 d sobre papel humedo
a 30-35 °C germinaron a una tasa de 60-90 % en una solucion de sucrosa 1 %;
sin embargo, cuando se mantuvieron durante el mismo tiempo en un ambien-
te frio y seco, la germinacion fue de 10 %. En el presente estudio teliosporas
conservadas en bolsas de papel a 20+2 °C registraron un porcentaje maximo

de germinacion de 35.4 %.

Evaluacion de los tratamientos de inoculacion. En las plantas testigo y en las
que resultaron libres de infeccion, después de cada tratamiento con el hongo,
no se registré micelio ni alteraciones morfologicas en las células de los tejidos

del mesocotilo (Figura 2A-2C). En contraste, en el mesocotilo de las plantulas
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Figura 2. Cortes transversales de tejido del mesocotilo de plantulas de maiz 25 d después de la siembra. A-C) Tejido de
plantula no infectada. D-F) Tejido de plantula infectada. A) Células de la epidermis y parénquima. B) Células
del parénquima. C) Células de la endodermis vy cilindro vascular. D y E) Células del parénquima infectadas con
micelio de Sporisorium reilianum f. sp. zeae. F) Micelio intracelular de S. reilianum f. sp. zeae infectando a células del
parénquima cercanas a la endodermis. Colegio de Postgraduados, 2010.

infectadas, especificamente en el parénquima y la zona cercana a la endo-
dermis, se observd micelio intracelular delgado (0.9-1.3 pm), liso y septado
(Figura 2D-2F) correspondiente a S. reilianum f. sp. zeae, este se desarrollé sin

causar alteraciones en las células colonizadas ni sintomas visibles; sin embargo,
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no proliferd en el xilema y floema. Lo anterior coincide con lo reportado por
Martinez et al. (1999), quienes observaron que las células infectadas del meris-
temo vegetativo tienen una actividad normal, por lo que el hongo actia como
un endofito biotréfico hasta el momento de la esporogénesis, la cual ocurre
en el meristemo floral. Por su parte, Matyac (1985) reporto la presencia de
micelio de Sphacelotheca reiliana en el floema y el xilema de plantas de maiz,
esto contrasta con lo observado en este trabajo, ya que no se encontré micelio

infectivo en esos tejidos.

En este estudio se observd que el método de tincidon diferencial con azul
de algodon a 0.5 % en lactofenol y safranina a 1 % en etanol a 70 %, de-
sarrollado durante este trabajo, permite diferenciar los tejidos vegetales de
la plantula de maiz y el micelio de S. reilianum f. sp. zeae resultando en una
rapida identificacion de plantulas infectadas cuando se realizan cortes trans-
versales del mesocotilo a 25 d después de la siembra de semillas inoculadas,
lo cual indica que a este periodo de tiempo el patdgeno ya ha penetrado en
el hospedante, esto coincidiendo con lo reportado por Martinez et al. (2002),
quienes determinaron que a tres semanas después de la inoculacion, plantulas
cultivadas in vitro no presentan zeae el cual penetro a través de las células de la
epidermis, y en algunos casos las células de la raiz fueron invadidas totalmente
por el hongo.

Por otra parte, las plantas infectadas desarrollaron sintomas caracteristicos
de la enfermedad (Matyac y Kommedahl, 1985b; Pataky, 1999). A los 45 d
después de la emergencia y a partir de la cuarta hoja, se registraron manchas
cloréticas (1-2 mm de didmetro), tanto en la lamina foliar como en la nerva-
dura central (Figura 3A). En cortes transversales de estas zonas cloréticas, se
observé la presencia de micelio intracelular que fue mas abundante en la zona
con clorosis (Figura 3B). Observaciones similares fueron realizadas por Foster
y Frederiksen (1977) y Martinez et al. (2002), quienes registraron el desarrollo
de manchas cloroticas en hojas como el sintoma inicial en el desarrollo de
la enfermedad en plantulas. En el presente trabajo, tanto las plantulas del
cultivar CBT como las del hibrido AS-910 presentaron manchas cloréticas en
etapas tempranas y posteriormente desarrollaron soros durante la etapa de
floracion. Por lo anterior, la aparicion de estas pequefas manchas cloroticas
podria usarse como un indicador de la infeccion por S. reilianum f. sp. zeae en
maiz. Previamente, Matyac y Kommedahl (1985b) usaron este sintoma como

un indicador indirecto de la infeccién en plantas inoculadas artificialmente y
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Figura 3. Material vegetal con sintomas y signos del carbon de la espiga del maiz por Sporisorium reilianum f. sp. zeae.
Material colectado de plantas del hibrido AS910 desarrolladas a partir de semillas inoculadas con una
suspension de 1 % de carboximetilcelulosa de sodio y 1.7 x 107 teliosporas mL", incubadas en condiciones
controladas de 25 °C con 12 h de luz. A) Hoja con manchas clordticas en nervadura central y lamina foliar 45
d después de la emergencia. B) Tejido con crecimiento de micelio intracelular obtenido de la zona clordtica de
la hoja. C) Soros formados en la mazorca, 102 d después de la siembra. D) Planta adulta con teliosporas en la
panoja. Colegio de Postgraduados, 2010.

desarrolladas en invernadero. A los 102 d después de la siembra, se encontro
formacion de soros tanto en la panoja como en la mazorca de las plantas. Las
panojas fueron parcialmente invadidas por el carbon, lo que afecto el desarro-
llo de las espiguillas y con ello la produccion de polen (Figura 3D). Asimismo,
en la mazorca no se presento la formacién de granos debido a que estos fue-
ron reemplazados por el desarrollo de soros que contenian a las teliosporas
(Figura 3C). La formacion de teliosporas es el producto derivado de la espo-
rogenesis, la cual inicia al momento de la induccion floral en maiz (Martinez
et al., 2002). El reemplazo total o parcial de las estructuras de la panoja y la

mazorca por soros, es una de las principales caracteristicas de la infeccion y del
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desarrollo de la enfermedad por S. reilianum en maiz (Pataky, 1999; Matyac y
Kommedahl, 1985a).

En esta investigacion, ademas de la evidencia del micelio en el tejido del
hospedante y la presencia de soros al final del experimento conté con la con-
firmacion molecular de la identidad del micelio en las plantulas colectadas
después de 25 d de siembra. Cuando se utilizé6 ADN de tejido vegetal de plan-
tulas desarrolladas a partir de semillas inoculadas con S. reilianum f. sp. zeae se
amplificé un segmento de 0.96 kb con los iniciadores SR1 y SR2. Este frag-
mento también se amplificé a partir de ADN de un cultivo puro del hongo
desarrollado en medio de cultivo de PDA. El tamafio de las bandas obtenidas
de 0.96 kb coincide con el reportado por Xu et al., (1999) para S. reilianum f.
sp. zeae. En contraste, ninguna banda se registré con las muestras de ADN de
tejido vegetal de plantulas desarrolladas a partir de semillas no inoculadas con
el hongo (Figura 4).

Figura 4. Productos de amplificacion mediante PCR empleando el
par de iniciadores SR1y SR2; M. marcador molecular 1 kb
1. ADN de colonias desarrolladas en medio de cultivo; 2.
ADN de tejido vegetal de plantulas de maiz desarrolladas
a partir de semillas inoculadas con Sporisorium reilianum
f. sp. zeae; 3. ADN de tejido vegetal de plantulas de maiz
desarrolladas a partir de semillas no inoculadas con el
hongo; 4. Agua. Colegio de Postgraduados, 2010.

El ANOVA detecto diferencias significativas entre los tratamientos de ino-
culacion, evaluados mediante el porcentaje de plantulas infectadas con mice-
lio de S. reilianum f. sp. zeae a 25 d después de la siembra (Cuadro 1). Tanto
el cultivar CBT como el AS-910 presentaron infeccién cuando las semillas se
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Cuadro 1. Porcentaje promedio de plantulas de maiz infectadas con Sporisorium reilianum f.
sp. zeae, generadas de semillas inoculadas con teliosporas utilizando diferentes tratamientos.

Infecciéon de plantulas de maiz (%)

Tratamiento Criollo Blanco de Toluca Hibrido AS-910
1) Carboximetil- celulosa de sodio 93.3a% 96.6 a
2) Cépsulas 6.6 b 20.0b
3) Adyuvante 0.0b 6.6 b
4) Dispersante 0.0b 6.6 b
5) Semilla impregnada 10.0 b 13.3b
6) Semilla con dafio 0.0b 0.0b
7) Esmalte 6.6 b 13.3b
8) Testigo 0.0b 0.0b

z . . . o .
Medias entre columnas seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey

0.05).

inocularon con NaCMC y 1.7x107 teliosporas mL"!. Este tratamiento registro
medias de 93.3 y 96.6 % de infeccion en CBT y AS-910, respectivamente,
superando a los demas. Estos porcentajes de plantulas infectadas fueron su-
periores a los reportados por Baggett y Koepsell (1983), quienes al inocular
semillas de maiz dulce de un cultivar susceptible, con metilcelulosa y telios-
poras de Sphacelotheca reiliana obtuvieron como maximo 54.5 % de infeccion
en campo. Por otra parte, la inoculacion con capsulas, semilla impregnada y
esmalte produjo infeccion de plantulas en ambos materiales de maiz, pero sin

ser significativamente diferentes del testigo.
CONCLUSIONES

La inoculacién de semillas de maiz con una suspensién a 1 % de carboxi-
metilcelulosa de sodio y 1.7 x 10 teliosporas mL de Sporisorium reilianum f. sp.
zeae, induce un 96.6 % de plantulas infectadas.

El método de tincion diferencial con azul de algodon a 0.5 % en lactofenol
y safranina a 1 % en etanol a 70 % aplicado en cortes transversales del meso-
cotilo de plantulas de maiz a 25 d después de la siembra, es efectivo para dife-

renciar el micelio de Sporisorium reilianum f. sp. zeae de los tejidos de la planta.
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Resumen

Las enfermedades de origen fungoso constituyen una limitante en la produc-
cion de maiz en Sinaloa, México. En ciclos agricolas recientes, una enferme-
dad foliar ha ocurrido en niveles epidémicos en la region costera del Norte de
Sinaloa. Los sintomas de la enfermedad se asemejan a los causados por Exsero-
hilum turcicum previamente reportados en los valles altos en estados de la Mesa
Central de México y otras partes del mundo con clima subtropical o templa-
do. El objetivo de ésta investigacion fue confirmar la identidad de E. turcicum
asociado al tizon foliar del maiz y evaluar la severidad de la enfermedad en
17 hibridos de maiz en lotes comerciales. Variacion en color y morfologia de
los aislados se observo en diferentes medios. El medio extracto de maiz-agar
fue el mds favorable para el desarrollo micelial de los aislados. En pruebas
de patogenicidad, los aislados exhibieron variacion en patogenicidad en el
hibrido comercial de maiz DK-3000. Los postulados de Koch se cumplieron
mediante el re-aislamiento del patdgeno de las plantas inoculadas. Aun cuan-
do el teleomorfo (Setosphaeria turcica) no se observo, estudios morfométricos
y moleculares confirmaron la identidad de E. turcicum como agente causal del

tizon del maiz. Los hibridos de maiz mostraron una severidad diferencial de
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la enfermedad, lo cual estuvo relacionado con periodos prolongados de alta
humedad relativa. Estudios futuros deberian enfocarse a la determinacion de
las formae specialis importantes para la implementacion de un programa de

mejoramiento genético para el control de la enfermedad.

Palabras clave: hongo, patogenicidad, severidad, anamorfo, identificacion,

morfologia.

En ciclos agricolas recientes, una severa enfermedad foliar atacé a varios hi-
bridos de maiz en niveles epifiticos en las regiones costeras del norte de Sina-
loa en los meses entre noviembre y enero, que incluyeron periodos diarios con
humedad relativa > 90% por 13-17 h, y una temperatura diaria promedio de
entre 18 y 26 °C. Los sintomas de la enfermedad se desarrollaron inicialmente
en las hojas inferiores, causando lesiones ovaladas, largas, elipticas, verde grisi-
ceo o marrones de diferentes tamafios. Mas tarde, los sintomas alcanzaron a
las hojas medias y superiores de las plantas. Si bien todavia estan por determi-
narse las pérdidas de rendimiento, observaciones personales del autor indican
que la enfermedad ha destruido hasta 65% del follaje de algunos hibridos
comerciales de maiz sembrados en la regién costera del norte del estado. Aun-
que el tizon foliar del maiz causado por Exserohilum turcicum (Et) es una de
las enfermedades foliares mas importantes en el maiz sembrado en México,
hoy en dia no existe suficiente evidencia cientifica acerca de la etiologia de la
enfermedad, aunque los productores de maiz y asesores de campo demuestran
interés en determinar su etiologia. En consecuencia, el objetivo principal del
presente estudio fue confirmar la identidad del agente causal del tizon foliar
del maiz a nivel de especie, con base en datos morfométricos y moleculares

del anamorfo.

Quince muestras sintomaticas fueron colectadas del mismo numero de
campos de maiz en los municipios de Ahome y El Fuerte, Sinaloa, entre el 16
de diciembre de 2013 y el 15 de enero de 2014. Una muestra de cada campo
consistio en cinco hojas sintomaticas recolectadas de las esquinas y el centro
de cada campo (n=25). Fragmentos de hojas sintomaticas (5-6 cm de longitud)
fueron desinfestados en una solucion de hipoclorito de sodio al 0.5% por 2
min, lavados por 3 min en agua destilada estéril y secados con papel de filtro
Whatman Num. 1. Los fragmentos fueron colocados en una camara hime-

da por 48 h a 25 °C. De los conidios formados en el tejido de las hojas se
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obtuvieron cultivos monosporico a través de su transferencia con una aguja
de diseccion a placas de Petri con papa dextrosa y agar (PDA), bajo un micros-

copio de diseccion.

Se evaluo el crecimiento micelial de ocho aislados monoconidiales del
hongo en los siguientes medios de cultivo: papa dextrosa agar (PDA), Cza-
pek-Dox Agar (CDA), glucose peptona agar (GPA), agar sintético de Richard “s
(ASR) y extracto de hoja de maiz agar (EHMA) (Dhingra y Sinclair, 1985).
Después de ocho dias de incubacién, bajo un régimen de luz por14 hy 10 h
de oscuridad a 25 °C, el color de la superficie de las colonias del hongo en los

diferentes medios de cultivo variaron de olivaceo y verde olivo grisaceo.

Todos los aislados presentaron una pigmentacion de color verde oliva claro
en el reverso del cultivo en CDA y ASR, aunque no se observd pigmenta-
cion en otros medios. La tasa de crecimiento micelial radial de los aislados
en EHMA fue de entre 3.7 y 4.9 mm/dia y fue significativamente (P<0.05)
mayor al crecimiento en los otros medios. Hubo una interaccion significativa
(P<0.0001) entre los medios de cultivo y el crecimiento radial de los aislados,
indicando que las tasas de crecimiento de los aislados dependieron del medio.
En PDA, los aislados produjeron de 1 a 3 conidios en la punta del conidiéforo
(Figura 1). Los conidios eran curvos, ahusados y alargados, con un promedio
de cinco septas y una longitud de 44 a 110 um (promedio de 85.3 um) de 10
a 21 pm de ancho (promedio de 14.8 pm). No se observaron diferencias en la
morfologia entre aislados de Et obtenidos de hojas sintomaticas del maiz, y

las caracteristicas fueron consistentes con reportes previos (Tang et al., 2015;

Shi et al., 2017).

Para observar los conidios bajo el microscopio electronico, se cortaron
fragmentos de 3.5 cm? de una colonia de un aislado (Et3) en PDA de 8 dias
de edad y se sumergieron en una soluciéon (FAA: 10% formaldehido, 5% aci-
do acético, 50% dilucion de etanol 96%, y 35% agua). Después de 48 h, las
muestras fueron lavadas con agua de la llave por 10 minutos y enseguida fue-
ron deshidratadas incrementando las concentraciones de etanol. Las muestras
fueron deshidratadas hasta un punto critico con CO, en una desecadora BAL-
TEC CPDO030. Las muestras fueron montadas en portaobjetos de aluminio
sobre una tira de carbon conductivo y cubiertas con una fina capa de oro en
un ionizador Denton Vacuum Desk II (Hofstra Group, Ltd. Co; Boston MA,
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A Et-5 Sinaloa B C
Et-9 Sinaloa

KJ922743 Setosphaeria turcica f. sp. zeae
KJ922744 Setosphaeria turcica f. sp. sorghi
KJ922742 Setosphaeria turcica f. sp. zeae
KF278460 Setosphaeria turcica ATCC 64835
KJ922749 Setosphaeria turcica f. sp. zeae
KJ922750 Setosphaeria turcica f. sp. sorghi
HF934950 Setosphaeria turcica
85.496|KJ922752 Setosphaeria turcica f. sp. sorghi
KJ922751 Setosphaeria turcica f. sp. zeae

100% | Et-6 Sinaloa
| Et-7 Sinaloa

— HF934949 Exserohilum oryzicola

L_ HF934951 Setosphaeria monoceras
HF934952 Setosphaeria pedicellata
AY 329229 Pleospora tomatonis

0.02

Figura 1. Analisis filogenético de aislados asociados al tizon foliar del maiz de Sinaloa. A) Arbol de verosimilitud (Log likelihood=

-1276.64) basado en el traductor interno de espacios (ITS) de cuatro aislados de Exserohilum (Setosphaeria se refiere al telomor-
fo of Exserohilum). El 4arbol fue construido con Mega 6.06 (bootstrap = 1000), usando el modelo de sustitucion Jukes-Cantor
(JC) con sitios invariados (+I). Los aislados caracterizados en este estudio aparecen en negritas. La secuencia correspondiente
de Pleospora tomatonis fue usada como un grupo externo Et =E. turcicum. Numero de accesion en la base de datos de las
secuencias precede el nombre cientifico de los organismos. Los valores de bootstrap se muestran como porcentajes. La barra
de escala indica le numero esperado de sustituciones de aminodcidos.
Morfologia de E. turcicum del maiz (aislado Et2). B) Lesiones de forma eliptica del tizon foliar del maiz en el hibrido DK-
300 inoculado artificialmente con E. turcicum en invernadero. C) Mono conidiéforo recto o curvo con uno a tres conidios.
D) Conidio con forma de mazo, con célula basal protuberante en el punto de conexion. E) Micrografia con microscopio
electronico de barrido de un conidio liso con un hilum protuberante en un cultivo de 8 dias en PDA.

USA). Finalmente, se tomaron fotografias de conidios bajo un microscopio
electronico JEOL JSM-53110 LV (Bozzola and Russell, 1999). Mediante estos
procedimientos, las imagenes revelaron conidios lisos con un hilum promi-

nente (Figure 1).

Para las pruebas de patogenicidad, se cultivaron ocho aislados monoco-
nidiales del hongo en PDA a 24 °C en la oscuridad por 9 dias. Se agregaron
tres mL de agua destilada estéril a los cultivos y el micelio y los conidios
fueron desprendidos del medio usando un asa bacterioldgica; enseguida se
distribuyeron 0.2 mL de las suspensiones conidiales sobre una placa de Petri

con PDA de un didmetro de 90 mm e incubadas a la misma temperatura. Las
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placas inoculadas fueron selladas con pelicula selladora (Parafilm®)y colocadas
invertidas a 24 °C en la oscuridad por 9 dias. Los conidios fueron raspados de
la superficie del medio usando una espdtula esterilizada y la suspension de
conidios fue filtrada a través de dos capas de malla quesera esterilizada para
remover el micelio. Se probo6 la patogenicidad de ocho aislados fungicos
monoconidiales asociados con el tizon foliar del maiz en el hibrido comercial
de maiz DK-3000, que presentd una alta incidencia de la enfermedad en el
ciclo agricola previo. Se ajusté cada suspension de conidios a una concentra-
cion de 2 x 10* conidios/mL con agua destilada estéril y fueron asperjadas so-
bre cuatro plantas de maiz en estado de desarrollo VS5-6. Las plantas control
fueron asperjadas con agua destilada estéril. Después de la inoculacion, las
plantas fueron colocadas en bolsas de plastico negras para asegurar una hume-
dad relativa (HR) del 100% por 48 h e incubadas a una temperatura de entre
12 y 15 °C. Las plantas inoculadas y las testigo se distribuyeron en un arreglo
completamente al azar con cuatro repeticiones (4 macetas 25 x 20 cm, cada
una con una planta). Después, las plantas se sometieron a una HR de 100%
por cinco dias consecutivos por 12 h al dia. La patogenicidad de los aislados
fue determinada 14 dias después de la inoculacion, considerando el porcen-
taje de area foliar afectada (AFA). El experimento se realizd dos veces en un
invernadero. La temperatura del invernadero fluctuo entre 8 y 26 °C,y 12y
30 °C en el primer y segundo experimento, respectivamente. Para estandarizar
los datos, los porcentajes de AFA fueron transformados usando la funcion
de arcoseno. Los datos transformados fueron analizados usando ANOVA y
la separacién de medias se realiz6 mediante el procedimiento de Tukey (Litt-
le y Hills, 1973). Para cumplir el postulado de Koch, al concluir los de los
periodos experimentales, el hongo fue aislado de las plantas inoculadas y su
identidad fue confirmada por medio de la identificacion morfoldgica de vein-
te conidios por aislado. Los ocho aislados de Et probados fueron patogénicos
en el hibrido de maiz DK-3000. Se detect6 variacion en virulencia entre los
aislados. Diez dias después de la inoculacion, las hojas de maiz presentaban
lesiones tipicas y sintomas de tizon foliar similares a los observados en campo
(Figura 1). El AFA en las plantas inoculadas vari6 entre 9.5 y 54.1% y entre
9.0y 26.9%, con diferencias significativas (P=0.05) entre aislados en el primer
y segundo experimento, respectivamente. Las plantas control asperjadas con

agua destilada estéril permanecieron asintomaticas a lo largo del estudio.

Para la caracterizacion molecular, la regién ITS rDNA fue amplificada

usando los primers universales ITS1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’)
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e [TS4 (5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’). La PCR se realizo en un volu-
men de 25 pL con un template de ADN de 1 ng, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM de
cada ANTP, 0.4 uM de, cebadores sentido y antisentido y 1 U de Tag DNA po-
limerasa (Invitrogen, Brazil, Cat. No. 11615-050). El termociclador se progra-
mo para la desnaturalizacion inicial a 95 °C por 4 min, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C, anillado a 54 °C, extension a 72 °C, cada uno por
1 min y una extension final a 72 °C por 5 min. Los productos de PCR fueron
separados por electroforesis en gel de agarosa (1% w/v en 0.5 X TAE) y visua-
lizados por tincion de bromuro de etidio. Los productos de PCR fueron pu-
rificados con el equipo de purificacion de PCR QIAquick (Qiagen, Cat. No.
28106) y cuantificados usando un Nanodrop 2000. Los productos de PCR
fueron secuenciados en ambas direcciones con un secuenciador ABI 3730XL
(Applied Biosystems, USA). Las secuencias fueron editadas en CHROMAS
Pro 1.6 (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane, Queensland, Australia) y
comparados con las secuencias en el NCBI (Centro Nacional para la Investi-
gacion Biotecnologica) usando el software BLAST-N y el algoritmo Megablast.
Todas las secuencias fueron depositadas en el GenBank bajo los numeros de
accesion KT253948-KT253952. Para la alineacion y el analisis filogenético
se uso el MEGA 6.06. Las secuencias fueron alineadas con las secuencias de
referencia de especies Exherohilum/Setosphaeria (Tang et al., 2015), usando el
programa de alineacién MUSCLE. Multiples alineaciones fueron sujetas a un
analisis de modelo de sustitucion de ADN en MEGA para seleccionar el mo-
delo que mejor se ajustara a los datos. Se cre6 un drbol filogenético usando el
modelo Jukes-Cantor (JC) y el modelo de verosimilitud (ML). La variacion de
la tasa entre sitios fue modelado por una proporcion de sitios invariantes (I).

El apoyo de la topologia del arbol fue evaluado por 1000 réplicas bootstrap.

Secuencias de S. turcica (teleomorfo de Et) y de diferentes especies de Se-
tosphaeria/Exserohilum (E. oryzicola, S. monoceras, S. pedicellata) fueron usadas
para llevar a cabo el analisis filogenético. Las secuencias de S. turcica inclu-
yeron aislados obtenidos del maiz (HF934950, KF278460; secuencia del cul-
tivo de referencia, ATCC64835), algunos de éstos fueron identificados como
formae specialis zeae (todos los numeros K] Genbank excepto por KJ922752)
y de sorgo identificadas como formae specialis sorghi (K]J922752) (Tang et al.,
2015). El arbol filogenético de verosimilitud generado con las secuencias ITS
rDNA demostraron que los aislados de Sinaloa guardan estrecha relacién con
secuencias de S. turcica obtenidas de maiz y sorgo (Tang et al., 2015). Estas se-

cuencias estan claramente separadas de otras especies Exherohilum/Setosphaeria
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(Figura 1). Los aislados Et-6 y Et-7 fueron diferentes del resto de las secuencias

Et incluidas, aunque igualmente agrupadas dentro de S. turcica.

Las caracteristicas de las colonias y la morfometria de los conidios, y la
secuenciacion de la region ITS rDNA del anomorfo indicaron que E. turcicum
[(Pass.) (Leonard y Suggs)] (syn. Helminthosporium turcicum Pass.) es el agente
causal del tizén foliar del maiz en Sinaloa, tal como se ha reportado en otras
dreas productoras de maiz del mundo (Shi et al., 2017). El anilisis llevado a
cabo no permite discriminar al nivel del formae specialis. Estudios recientes
han demostrado la utilidad de la reaccion en cadena de polimerasa cebada
universalmente (UP-PCR) para caracterizar la diversidad genética y las rela-
ciones filogenéticas entre los formae specialis de Et (Tang et al., 2015). En el
futuro, este enfoque serd util en el proceso de discriminacion de la existencia

de formae specialis en Sinaloa.

La severidad del tizon foliar de maiz fue evaluado en 115 parcelas comer-
ciales que variaban desde el estado de espigamiento hasta grano masoso en
los municipios de Ahome y El Fuerte, Sinaloa en la temporada de cultivo
2013-2014. Las parcelas inspeccionadas iban desde las 10 hasta las 50 ha. Cada
parcela fue muestreada en las 4 esquinas y en el centro para la severidad de la
enfermedad; diez plantas fueron extraidas de cada punto de muestreo y una
hoja fue tomada al azar de las plantas, para un total de 150 hojas por cada
parcela. El porcentaje promedio de area foliar afectada (AFA) fue determinado
usando una escala del O al 4, donde 0= ninguna lesion detectable, 1= algunas
lesiones en las hojas (< 5%), 2= varias lesiones pequefias y grandes en muchas
hojas (5.1-10%), 3= lesiones en muchas hojas (10.1-15%), 4= muchas lesiones
grandes (15.1-20%). Diez hojas sintomdticas de cada parcela fueron colocadas
en una hielera (8-10 °C) y llevadas al laboratorio para determinar si E. turcicum
estaba asociada a la enfermedad. La presencia del hongo en tejido sintomatico
fue confirmada por la observacién de conidios bajo el microscopio estereos-

cOpico y compuesto.

La severidad de la enfermedad, reflejada como porcentaje de AFA, vario
con los hibridos y las ubicaciones. El hibrido P3254W present¢ la severidad
mds alta, particularmente en los sectores de Despensa-Bolsa de Tosalibam-
po No. 2, Olas Altas-Bachomobampo, San Isidro-Grullas Derecha, Ahome-
Grullas Izquierda y Concheros-9 de Diciembre, con porcentajes de AFA de
17.3, 13.3, 9.0, 7.6 y 3.5%, respectivamente. El mismo hibrido presento una
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severidad reducida de la enfermedad en los sectores Aguila Azteca-El Guaya-
bo, El Fuerte, 5 de Mayo-Sufragio, Santa Rosa-Los Tercos con un AFA de 3.2,
0.8, 0.4, 0.0 %, respectivamente. Los hibridos XR56 y Maximo presentaron
un AFA de 11.0% en el sector Olas Altas-Bachomobampo, donde el hibrido
P3254W presentd la mayor severidad. Los hibridos DK 2030, Sultan, Gori-
la, DK.2038, N1RO1, P3254W, XR47, Garainoén, MN 1078, Caribu, DK3000,
Maiximo, DK 2036, Maximo y DS2301 presentaron un porcentaje promedio
de AFA de entre 0.0 y 4.6 %. Los episodios diarios acumulados, en horas, con
la humedad relativa (HR) >90% en el sector Despensa-Bolsa de Tosalibampo
No2 del 16 de diciembre de 2013 al 1 de enero de 2014, donde el hibrido
P3254W mostr6 la mayor severidad de tizén foliar, alcanzo las 317 hr mien-
tras que en el sector 5, de Mayo-Sufragio, dichos periodos de fueron de 184
hr y el mismo hibrido presenté un AFA de 0.4%. En general, se observd una
reduccion gradual de tizon foliar del maiz, independientemente del hibrido a
medida que aumentaba la distancia a partir de la costa y la elevacion de 4 a

100 km y de 0 a 80 msnm, respectivamente.

CONCLUSIONES

La identidad de E. turcicum, consistentemente asociado al tizén foliar del
maiz en Sinaloa, fue confirmado mediante medidas morfométricas de los co-
nidios, morfologia de las colonias, técnicas moleculares y pruebas de patoge-
nicidad. El presente estudio establece el punto de partida para investigaciones
futuras orientadas a la variacién patogénica de Et, que es fundamental en
programas de mejoramiento para obtener hibridos de maiz resistentes para el

manejo de la enfermedad.

La alta dependencia del patégeno de la humedad relativa alta fue eviden-
te, ya que la severidad de la enfermedad en el hibrido mas susceptible fue
conspicuo en sectores con periodos prolongados de humedad relativa >90%,
aunque se redujo paralelamente con la reduccion de periodos con humedad

relativa a dichos niveles.
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Resumen

La enfermedad “diente de caballo” del maiz (Claviceps gigantea) afecta hasta
90 % del grano. Se estudiaron condiciones para germinacion de esclerocios,
formacion de estructuras sexuales y se describe parte del ciclo del hongo en
laboratorio y campo. Se establecié un disefio con sustrato y tiempo de incu-
bacion a 4 °C. Se evaluaron porcentaje de esclerocios germinados, tiempo
de germinacion y formacion de cabezuelas estromaticas. En laboratorio, los
esclerocios germinaron solamente en carbén residual después de 3 meses a 4
°Cy 2 meses a 22-24 °C de incubacion resultando en 55 % de germinacion.
Esclerocios germinados producen en promedio cinco cabezuelas por esclero-
cio 15 d después de la aparicion de los primordios. En campo, los primordios
aparecieron cuando los esclerocios se incubaron 3 meses a 4°Cy 64 d a tempe-
ratura promedio de 14.07 °C. En campo y laboratorio, la liberacion de ascos-
poras se observé 23 d después de aparecer de los primordios. La aparicion de
cabezuelas estromaticas, su desarrollo y maduracion en el mismo esclerocio no
fué sincronizado. Se documento la liberacion de ascosporas largas y delgadas
emergiendo de cabezuelas estromaticas. El patogeno se identifico morfoldgica

y molecularmente como Claviceps gigantea.

Palabras clave: Diente de caballo en maiz, clavicipitales, identificacion-morfo-

logica, biologia de patdgenos.

El maiz continta siendo el alimento basico de los mexicanos. Del total de
23.3 Mt que se producen en el pais, aproximadamente 20 % de éste se pro-

duce en el altiplano, incluyendo los estados de México, Puebla y Michoacan

(SAGARPA-SIAP, 2014), localidades en donde se presentan baja temperatu-
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ra y alta humedad, condiciones idoneas para que se presente la enfermedad
causada por el hongo Claviceps gigantea Fuentes et al. (anamorfo Sphacelia sp.)
conocida por los agricultores como “diente de caballo”, debido a la forma que
toman los granos infectados. Recientemente, la enfermedad ha aumentado su
incidencia y distribucién limitando la calidad del grano producido, afectando
hasta 90 % de la cosecha, especialmente en hibridos comerciales. Ademas del
dafio al grano, el hongo produce toxinas alucinégenas del grupo del acido

lisérgico.

El primer reporte de la enfermedad diente de caballo en maiz (Zea mays L.),
causada por C. gigantea lo realizaron Fuentes y De la Isla (1961) y Fuentes et al.
(1964), quienes describieron el agente causal. Esos autores reportaron la enfer-
medad en los valles altos de Toluca y Amecameca en el estado de México y en
la sierra Tarasca de Michoacan (Fuentes et al., 1964); en estos dos estados se
produce aproximadamente 17 % del maiz para grano de todo el pais (SAGAR-
PA-SIAP, 2014). Los sintomas caracteristicos de la enfermedad se observan al
final del ciclo del cultivo, en el 4dpice de las mazorcas las bracteas se abren y
dejan al descubierto estructuras fungosas de color castailo que corresponden

a los esclerocios (Figura 1A), que remplazan a los granos (Fuentes y De la Isla,

1961; Osada et al., 1986).

Figura 1.  Mazorcas de maiz infectadas con Claviceps gigantea, en el municipio de Almoloya de Juarez, Méxi-
co. A) parte apical de la mazorca con esclerocios que emergen rompiendo las bracteas y, B) dafio
en granos aledafos a los esclerocios.
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En el Valle de Toluca, Moreno y Fucikovski (1972) documentaron inciden-
cia de 42.3 a 61.5 % en tres hibridos comerciales de maiz. En cuantificaciones
de pérdidas en grano causadas por la enfermedad en las zonas productoras de
maiz en Metepec y Calimaya, México, los agricultores Sres. Alfredo Vasquez
y Juan Manuel Pereyra, informaron que en sus parcelas, en el ciclo de cultivo
de 2012, se registraron pérdidas de grano del 70 y 90 % en siembras con los
hibridos comerciales Aspros 910 (Aspros) y Quetzal (De Kalb), respectivamen-
te (Figura 2).

Figura 2. Incidencia de diente de caballo en mazorcas de maiz producidas en lotes de agricultores sembradas con
hibridos comerciales susceptibles durante el ciclo de cultivo 2012. Se ha recomendado a los agricultores
recoger y quemar las mazorcas afectadas para evitar la diseminacion del indculo en sus terrenos.

Seguin Fucikovsky y Moreno (1971), ésta enfermedad puede reducir signi-
ficativamente la produccién ya que el hongo reemplaza al grano afectando el
aspecto y germinacion de los granos cercanos al esclerocio (Figura 1B). Ade-
mas, la contaminacion del grano con esclerocios penaliza el precio del grano
durante su comercializacion pues contiene alcaloides téxicos, como otras es-
pecies de Claviceps (Osada et al., 1986). Poco se sabe del ciclo bioldgico de C.
gigantea y de las condiciones ambientales que lo afectan. De la Isla y Fuentes

(1963), Fuentes et al. (1964), Agurell et al. (1963) y Osada (1984) reportaron

la germinacion de los esclerocios de C. gigantea después de haberlos sometido
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a desinfestacion, incubacion a altas y bajas temperaturas y periodos de luz-
oscuridad simulando condiciones de campo, y utilizando como sustrato arena
estéril, humeda. Sin embargo, aun no se ha documentado el ciclo bioldgico
del patogeno vy el tiempo que requiere cada fase de desarrollo, lo que tiene
importantes repercusiones en el manejo integrado del patégeno. Los objetivos
del presente estudio fueron: 1) determinar el tiempo de germinacion de los
esclerocios y la formacion de peritecios, ascas y liberacion de ascosporas de C.
gigantea en condiciones de laboratorio y en campo, 2) crecimiento de ascos-
poras en medio de cultivo y, 3) confirmar la identidad del patogeno mediante

morfologia y técnicas moleculares.

MATERIALES Y METODOS

Colecta de esclerocios

Para inducir la germinacion de esclerocios en laboratorio se usaron esclero-
cios colectados en los municipios de Almoloya de Juarez (19° 33’ 01” N - 99°
56’ 137 O), Calimaya (19° 10’ 25” N - 99° 37° 02” O) y Villa Victoria (19°
2600 N - 100° 00’ 00” O), en el estado de México, durante noviembre -
diciembre del 2012. Los esclerocios colectados se almacenaron a 4 °C durante
tres meses. Los esclerocios se clasificaron por tamafo, se lavaron con deter-
gente, se desinfestaron con hipoclorito de sodio (NaClO) 1.5 % por 2 min, se

enjuagaron tres veces con agua destilada y se secaron sobre papel absorbente

durante 24 h (CMI, 1974).
Germinacion de esclerocios en laboratorio

Se desinfestaron botellas de polietileno tereftalatoglicol (PET, producido
por Amacor Plastic Containers de México, S. A. de C. V) de 500 mL con al-
cohol etilico 96 %. A éstos frascos se agregaron 20, 35,40y 70 g de cada uno
de los siguientes sustratos: 1) suelo de Almoloya, Calimaya o Villa Victoria, 2)
carbén comercial, 3) carbon residual, 4) avena, y 5) testigo sin sustrato. A to-
dos los frascos se adicionaron 75 ml de agua destilada estéril. En cada frasco se
colocaron tres esclerocios. Los frascos se colocaron en un cuarto frio a 4
°C durante 1, 2, 3, 4 y 6 meses. Después, se incubaron a temperatura ambien-

te (22-24 °C) por 2 meses y todas las variables se monitorearon diariamente.
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Las variables evaluadas fueron el tiempo a la emision de los estipites (ger-
minacion), tiempo para desarrollo de los estipites y tiempo para la formacion
de cabezuelas. La descarga de ascosporas se monitored mediante tres métodos:
1. Observacion directa cada 2 h utilizando un microscopio estereoscépico
(Olympus SL2 ILST), 2. Observacion cada 8 h de ascosporas capturadas en un
portaobjetos (Corning 75x25 mm) cubiertos de azul de lactofenol colocados
en la tapa de frascos PET vy, 3. Observacion cada 24 h de esporas capturadas
en 6 ml de agua destilada estéril contenida en la tapa de una caja Petri (6 cm
de diametro) colocada en el fondo de los frascos PET invertidos fijando los
esclerocios en la base usando paraplast.

El disefio experimental fue de un ensayo factorial 5x3 con sustratos y tiem-
pos de incubacion a 4 °C como los factores. Cada tratamiento tuvo tres repe-
ticiones. La unidad experimental fue un frasco cilindrico con el sustrato y tres

esclerocios. El experimento completo se repitié dos veces.
Germinacion de esclerocios en campo

En junio de 2013, los esclerocios almacenados a 4°C durante tres meses,
se colocaron sobre suelo de cultivo del rancho El Rosedal (Km 13.5 carretera
Toluca-Atlacomulco, municipio de Atlacomulco, estado de México. (19° 24’
19.28” Ny 99° 43’ 12.84” O), cuando el cultivo de maiz (Aspros HC8) tenia
tres semanas de siembra. Cuatro armazones de 40x40x40 cm con paredes de
malla de alambre (1 cm?) se distribuyeron al azar en la parcela. Cada armazon
contenia 30 esclerocios (Pedroza-Sandoval, 2010). Las variables en los esclero-
cios colocados en el campo se monitorearon semanalmente. Una vez germina-
dos, los esclerocios se transfirieron a un frasco de PET de 2 L que contenia 3
cm de suelo en la base del frasco donde las variables se observaron diariamen-
te. Los datos climatoldgicos se obtuvieron de la estacion Arroyo, municipio
Almoloya de Juarez, México (19° 24’ 34.92” N, 99° 44’ 12.12” O) pertene-
ciente a la Red Nacional de Estaciones del INIFAP. Las variables evaluadas
diariamente fueron tiempo de emision de estipites, desarrollo completo de los
estipites, formacion de cabezuelas y peritecios y descarga de ascosporas con los

métodos descritos anteriormente.
Cortes histologicos de cabezuelas estromaticas

Con la finalidad de observar las estructuras sexuales (peritecios, ascas y

ascosporas) formadas en las cabezuelas obtenidas se realizaron cortes histo-

109



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

logicos a mano con navaja de afeitar. Los cortes obtenidos se colocaron en
un portaobjetos con azul de lactofenol para ser documentados utilizando un
fotomicroscopio Il Carl Zeiss adaptado con una cdmara digital PAXcam3.
Adicionalmente, las cabezuelas se fijaron en FAA (formaldehido : dcido acéti-
co glacial : alcohol, 1:1:1) por 24 h (Kulkarni, 1963). Las muestras se enjuaga-
ron con agua corriente por 20 min para eliminar el fijador y se deshidrataron
en una serie de concentraciones de etanol (10 %, 20 %, 30 %, 50 %, 70 %,
80 %, 90 % y 100 %) durante 3 h en cada concentracion. Para la deshidra-
tacion e inclusion en parafina se siguié el protocolo descrito por Lopez et
al. (2005). Los cortes de tejido se realizaron con un micréotomo de rotacion
(American Optical Mod. 820) a 10 pm de grosor. Las secciones fueron fijadas
en los portaobjetos, se removié la parafina y se tifieron con safranina-verde
rapido (Lopez et al., 2005). Los cortes se documentaron y midieron usando
un microscopio optico (VELAB modelo: VE-B6) equipado con una camara
digital Moticam 2300 (3.0 M Pixel USB 2.0) y el software de procesamien-
to de imdgenes Motic MC Camara 1.1. Las medidas del largo y ancho de las
ascas, ascosporas y peritecios se evaluaron en una muestra de 30 individuos
(Pedroza-Sandoval, 2010) y las dimensiones fueron comparadas con las repor-
tadas en la literatura (Fuentes et al., 1964).

Crecimiento en medio de cultivo

Para evaluar el crecimiento in vitro del hongo, las cabezuelas estromaticas
en plena descarga de ascosporas se lavaron con detergente en polvo, se enjua-
garon con agua destilada estéril, se desinfectaron con hipoclorito de sodio 1.5
% por 2 min y se enjuagaron con agua destilada estéril. Las cabezuelas se cor-
taron con navaja de afeitar esterilizada y las secciones se colocaron en 5 mL de
agua destilada estéril. Con el propdsito de observar el efecto de tratamiento
térmico en la germinacion de las ascosporas, una vez verificada su presencia,
la muestra se dividio en dos partes iguales utilizando una pipeta Pasteur esteri-
lizada, una parte se someti6 a calor (50°C por 3 min), mientras que la otra no
tuvo tratamiento térmico. Se tomaron 100 pL de la suspension de ascosporas
de cada tratamiento, y se dispersaron en los siguientes medios de cultivo: 1)
papa dextrosa agar (PDA; Bioxon®), 2) agar harina de maiz (AHM; Bioxon®),
3) extracto de malta agar (EMA; Difco®), 4) agar-agar (Difco®), 5) agar-agar
con dextrosa (Difco®) y 6) agar (Difco®) con una mezcla de granos de maiz
frescos y estigmas. Las cajas se incubaron a 22 °C y se revisaron diariamente

para determinar el efecto de los tratamientos en la germinacién y el desarrollo
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del hongo in vitro. El experimento se establecié en condiciones de laboratorio
siguiendo un disefio factorial 6x2 (medios de cultivo y tratamiento térmico),

con tres repeticiones.
Identificacion morfoldgico-molecular

La extraccion del ADN total del hongo se obtuvo de cabezuelas y estipi-
tes utilizando el kit de extraccion QIAGEN DNeasy Plant Minikit (50) de
acuerdo con el protocolo descrito por el fabricante (Dneasy® Plant Hand-
book, 2012). Las muestras de ADN secuenciadas fueron KJ543564 (celesl),
KJ543565 (celes2), KJ543566 (onesil) y KJ543567 (onesi2). Para verificar la
calidad del ADN total, las muestras se colocaron en un gel de agarosa 1 %y
se sometieron a electroforesis a 88 volts por 30 min. El ADN total extraido se
envio a Macrogen Inc., Korea, para la amplificacion de la region del ITSy su
secuenciacion simultanea utilizando los iniciadores ITS1 (5 ' TCCGTAGG-
TGAACCTGCGG 37) e ITS 4 (5" TCCTCCGCTTATTGATATGC 37) de
acuerdo con el protocolo descrito por White et al. (1990), Glass y Donaldson
(1995) y Pazoutova (2001). Los fragmentos amplificados fueron secuenciados
y las secuencias obtenidas se depositaron en el NCBI (National Center for
Biotechnology Information) para posteriormente compararlas con las dispo-
nibles en el banco de datos, utilizando la herramienta “Nucleotide BLAST”.
Para el analisis filogenético, las secuencias obtenidas en este estudio fueron
comparadas con las reportadas por Pazoutovd para Claviceps gigantea y C. sorghi
utilizando el programa Mega 7 y el procedimiento UPGMA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacion de esclerocios en laboratorio

La germinacion de esclerocios se observé unicamente en el tratamiento
que contenia carbon residual, con un periodo de incubacién de tres meses a
4 °C y dos meses a 22-24 °C (Figura 3C), por lo que no se realizé analisis es-
tadistico. El 55.5 % de los esclerocios germinaron en este tratamiento. Osada
(1984) indica que solamente obtuvo 47 y 48 yemas preformadoras de estipites
a partir de esclerocios colocados a 18°C con pretratamiento de 4 °C por 8
y 16 d, respectivamente. En C. purpurea, Hadley (1968) reportd una germina-

cion de 50%, limitado principalmente por baja humedad en la tierra durante
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Figura 3. Claviceps gigantea: A) inicio de la germinacion donde se observan primordios de las cabe-
zuelas estromaticas 64 d después del establecimiento en campo, B) estipites y cabezuelas
estromdticas, C) esclerocios con estipites completamente desarrollados, D) esclerocios con
estipites y cabezuelas delgadas y marchitas después de la liberacion de ascosporas (Escala 1
cm).

la germinacion del esclerocio. El tratamiento en frio (4°C) durante 3 meses, la
humedad del carbon residual y el cambio de temperatura a 22 - 24°C por 2
meses simulan las condiciones naturales del campo donde se encuentran los

esclerocios, facilitando su germinacion.

En el presente experimento en laboratorio, el tnico sustrato que facilito
la germinacion de esclerocios fue el carbon residual. Segiin Villamagua et al.
(2008), en trabajos en invernadero con jitomate (Solanum lycopersicum L.), el
carbon vegetal anadido al suelo mostré un incremento en la produccion de
frutos debido al incremento en la porosidad y la estructura del suelo y en la
disponibilidad de N, P, K, Zn, Ca, Mg, Mn y Cu, que pueden actuar como
nutrientes en la germinacion de las semillas y nutricion de la planta, los que
probablemente tuvieron el mismo efecto sobre los esclerocios en el presente

estudio.

112



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Germinacion de esclerocios en campo

En la muestra colocada en el Rancho El Rosedal para determinar la germi-
nacion de esclerocios en campo, se determiné un porcentaje de germinacion
de 46.6 %. Estos promedios de germinacién son bajos, pero coinciden con
lo senalado por Pazoutovd et al. (2011), quienes mencionaron que la germi-
nacion para la formacion de cabezuelas estromaticas es dificil en la mayoria
de las especies de Claviceps, ya que requieren diferentes tratamientos para eli-
minar la dormancia (Kunfer and Seckring, 1977). Entre los tratamientos se
observo que las temperaturas bajas tienen efectos importantes en los procesos
fisiologicos del esclerocio al aumentar: 1) la absorcion del agua proveniente
del medio ambiente, 2) aumentar la tasa de respiracién y, 3) incrementar
el metabolismo de los lipidos almacenados. La presencia de lipidos en el es-
clerocio sugiere que inmediatamente después, o durante el tratamiento de
activacion por frio, se activan enzimas que hidrolizan los lipidos posiblemente

para su conversion en manitol (Mitchell y Cooke, 1968).

En el campo, la aparicion de primordios en los esclerocios se observo des-
pués de 3 meses de incubacion a 4 °C y 64 d después de que se colocaron
en el campo a temperatura promedio de 14° C, humedad relativa de 76 %
y una precipitacion acumulada de 705 mm durante junio-septiembre, 2013
(Figura 3A). Las estructuras completamente desarrolladas se observaron 23 d
después de aparecer los primordios (Figura 3B). Fucikovsky y Moreno (1971)
reportaron una temperatura anual en el municipio de Almoloya de Judrez de
13-15 °C y una precipitacion anual de 1000 mm cuando observaron el diente
de caballo en el estado de México, mientras que en el presente estudio la
humedad relativa promedio anual fue 65.26 % vy la precipitacién acumulada
total fue 832.8 mm. Segiin Cooke y Mitchell (1967), en la naturaleza transcu-
rre aproximadamente una semana desde los inicios de la germinacion de los

esclerocios de C. purpurea a la maduracion de los estromas.

En campo, al final de la cosecha del maiz, los esclerocios caen al suelo
entre el otofo y el invierno. Desde el otofio hasta primavera, los esclerocios
estan expuestos a temperaturas bajas y heladas frecuentes por un periodo de
6 a 9 meses. Al terminar éste periodo, la temperatura y humedad aumentan
y el hospedante se encuentra disponible, sincronizando el ciclo biolégico del

patdgeno y el hospedante para el desarrollo de la enfermedad.
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Tiempo de emision y desarrollo de estipites y formacion de cabezuelas

Los primeros indicios de germinacion de los esclerocios, tanto en labora-
torio como en campo, fue la observacion de los primordios de las cabezuelas
estromaticas que ocurrio cinco meses después de iniciado el experimento (tres
meses a 4 °C y dos a 22-24 °C) (Figura 3A). Los primordios se observaron
cémo protuberancias globosas de color claro emergiendo de los esclerocios.
Este tiempo de germinacion fue al menos 6 meses mas rapido comparado con
el reportado por De la Isla y Fuentes (1963) y Fuentes et al. (1964), quienes
observaron la germinacion de esclerocios de C. gigantea después de 12 meses
con un tratamiento de temperatura alternada (4- 2 °C y de 22-28 °C, por pe-
riodos de una a dos semanas por 8 meses) y constante (12 °C por 4 meses en

oscuridad).

Cooke y Mitchell (1967), mencionan que en la naturaleza el potencial de
inoculo de una poblacion de esclerocios depende del numero de cabezuelas
que puede producir lo cual se relaciona con el tamafio del esclerocio. En el
presente estudio los esclerocios produjeron de tres a nueve cabezuelas, con un
promedio de cinco por esclerocio. Las protuberancias se constrifieron en la
base para formar el cuerpo del estipite. En la punta del estipite se formaron
cabezuelas estromadticas que maduraron después de 15 d en condiciones de la-
boratorio y 23 d en campo, después de la aparicién de los primordios (Figuras
3B y C). Durante el proceso de maduracion de la cabezuela estromética ésta
mostré un cambio en la coloracion de café claro a obscura y la presencia de
puntos o papilas que correspondian a los ostiolos de los peritecios inmersos
en la cabezuela de la que sobresalen ligeramente. Estas observaciones son si-
milares al proceso de germinacion de esclerocios de C. purpurea, C. sorghicola y
C. africana descritas por Hadley (1968), Loveless y Peach (1986) y Tsukiboshi
et al. (2001).

Se observd que los esclerocios no tienen sincronizacion en su germi-
nacion, formacion de primordios, estipites ni cabezuelas, lo que sugiere que
existe un amplio rango de tiempo en la liberacion de ascosporas (Figura 3D).

Produccién y descarga de ascosporas

Se logré grabar por primera vez en video (Sony Cybershot (modelo DSC-

W120) (Figura 4F) la liberacion de ascosporas. En microscopio estereoscopico
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Figura 4. Estructuras sexuales resultado de la germinacion de esclerocios en condiciones de laboratorio.
Cortes longitudinales de cabezuelas estromaticas muestran: A) Peritecios con diferente grado
de desarrollo, B) Peritecios con ascas y ascosporas tefiidos con azul de lactofenol, C) Ascas in-
tercaladas con parafisos, D) Ascas con ascosporas y E) Ascosporas expulsadas de los peritecios.

se observo la liberacion de ascosporas emergiendo de los ostiolos de peritecios
como estructuras muy delgadas y alargadas que flotaban en el espacio, debido

a su falta de peso o un posible fendémeno de geotropismo.
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Segtn Loveless y Peach (1986), las ascosporas de C. purpurea se observan a
simple vista en el aire sobre la cabezuela estromatica. Lutrell (1977) y Prakash
et al. (1983) reportaron la descarga de ascosporas de C. paspali y C. fusiformis
directamente con un microscopio, enfocando en los ostiolos de los peritecios
(Figura 4C+), mientras que Pazoutovd y Parbery (1999) también observaron
las puntas de las ascas emergiendo del ostiolo. Los ascomicetos pueden des-
cargar las ascosporas ya sea expulsandolas al aire a una distancia de varios cen-

timetros o son lentamente exudadas en una masa mucilaginosa acumulada

alrededor del ostiolo (Loveless y Peach, 1986).

No se observaron ascosporas de los esclerocios invertidos con agua desti-
lada estéril en la base que se utilizaron para el monitoreo nocturno. Cuando
los estromas germinados y diferenciados en estipite y estroma se colocaban
invertidos en los frascos, estas estructuras tomaban un color oscuro y una apa-
riencia rugosa sin continuar su desarrollo normal y madurez. Sin embargo, no
se logré captura de ascosporas en portaobjetos con azul de lactofenol o agua
destilada aun cuando la distancia entre las cabezuelas y los portaobjetos fue

de aproximadamente 10 cm.

De acuerdo con los resultados de éste estudio, en C. gigantea el proceso de
germinacion, formacién de estipites, cabezuelas estromaticas, peritecios, ascas

y hasta la expulsion de las ascosporas se logré en un total de aproximadamen-

te 175 d.
Crecimiento de ascosporas en medio de cultivo

No se observd ningun crecimiento en los 6 medios probados en este es-
tudio (PDA, AHM, EMA, AA, AAD y Agar-Maiz) y el tratamiento térmico a
50 °C. Deacon (2006) mencioné que para la germinacién de ascosporas y su
crecimiento in wvitro son necesarios algunos estimulos como, la presencia de
carbohidratos y los choques de calor para interrumpir la dormancia de las
ascosporas e inducir su germinacién, pero en el presente estudio no se logro

obtener cultivos puros a partir de ascosporas.
Identificacion morfologico - molecular

Las secciones longitudinales de los cortes hechos a mano y los cortes finos
de las cabezuelas revelaron numerosos peritecios piriformes embebidos en la

region periférica del tejido. En los peritecios se observaron ascas, parafisos y
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ascosporas. El ostiolo de los peritecios alcanzaba la superficie de la cabezuela
(Figuras 4A, B). Pazoutova y Parbery (1999) mencionaron que el tamafo y for-
ma de los peritecios dependen de su grado de madurez. Los peritecios jévenes
son pequenos, oblongos a ovales, mientras que los maduros generalmente
son elipsoides a piriformes, lo que igualmente se muestra en los resultados del

presente estudio (Figura 4B).

Los peritecios (Figura 4C) midieron de 404.9-569.3 x 151.3-284.4 pym,
con ascas de 187-265.3 pm de largo, que contenian 8 ascosporas de 169.6-
263.7 x 1.0-2.1 pm. Las dimensiones de éstas estructuras observadas fueron
mayores a las reportadas por Fuentes et al. (1964). Segiin Loveless (1964) y
Pazoutovd y Parbery (1999), la longitud de las ascosporas filiformes del género
Claviceps es un caracter taxonémico confiable, condicionado a que las medi-
das se realicen después de ser expulsadas del asca (Figuras 4E, F). El tamafo
de los peritecios también se considera otro criterio taxonémico confiable, ya

que es un caracter constante de un estroma maduro (Loveless, 1967).

El analisis de la secuencia de la region parcial del gen 18s, ITS1 comple-
to, 5.8s completo, ITS2 completo y parcial del 28s, mostré que las cuatro
secuencias depositadas en NCBI No. KJ543564 (celes1), KJ543565 (celes2),
KJ543566 (onesil) y K]543567 (onesi2) tienen un porcentaje de identidad de
99 % con AJ133394.2 (Claviceps gigantea Pazoutova). Estas cinco muestras se
compararon contra Claviceps sorghi que pertenecio a otro grupo filogenético

(Figura 5) (Pazoutova, 2001). Tanto las caracteristicas morfoldgicas (Fuentes

— celes 1

L——onesi 1

Claviceps gigantea Pazoutova

onesi 2

celes 2

Clavices sorghi Pazoutova

0.0500 0.0400  0.0300 0.0200 0.0100 0.0000

Figura 5.  Relacién filogenética de secuencias de cuatro muestras de ADN de C. gigantea compa-
radas con las secuencias de C. gigantea y C. sorghi reportadas previamente por Pazoutové
(2001) en el NCBI.
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et al., 1964) como moleculares confirmaron la especie como Claviceps gigantea
Fuentes, De la Isla, Ullstrup y Rodriguez.

CONCLUSIONES

- En laboratorio, se logré la germinacién de esclerocios y formacion de esti-
pites después de incubacion en carbon residual por 90 d a4 °Cy 60 d a 22 °C,
formacion de cabezuelas en 15-23 d y liberacion de ascosporas en 15 d.

- No se encontro sincronizacion en la germinacién de esclerocios, formacion
de estructuras reproductivas y liberacion de ascosporas.

-No hubo efecto del tratamiento con temperaturas ni medios de cultivo en la
germinacion de las ascosporas.

- Por primera vez, la expulsién de ascosporas en esta especie se documentd
electronicamente (en video).

- Las caracteristicas morfoldgicas y moleculares permitieron identificar al hon-
go como C. gigantea.

- De las secuencias de ADN que se obtuvieron a partir de las estructuras sexua-
les, en los analisis de ADN (AJ133394.2) se confirmo la identidad de C. gigan-
tea a nivel molecular; este primer reporte quedd consignado en el Banco de
Genes.

- Estos resultados facilitaran el establecimiento de programas de manejo inte-

grado de la enfermedad y el estudio de la biologia del patogeno.
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Resumen

Los esclerocios de algunos hongos albergan bacterias nativas para el control
bioldgico de hongos fitopatdgenos. Los objetivos de esta investigacion fueron:
i) explorar poblaciones bacterianas asociadas a esclerocios de Claviceps gigantea
en maices de seis localidades del Estado de México, ii) evaluar el antagonismo
in vitro de estas poblaciones bacterianas contra tres especies de Fusarium fitopa-
togenos de maiz, iii) identificar molecularmente los antagonistas més eficien-
tes y caracterizar la producciéon de metabolitos in vitro. Poblaciones bacterianas
en los esclerocios se calcularon por conteo directo en placa; el antagonismo in
vitro contra Fusarium graminearum, F. sublgutinans y F. verticillioides se evalué por
confrontacién en medio Waksman agar. Las bacterias antagonistas se identifi-
caron por secuenciacion parcial del gen 16S tRNA vy se evaluaron in vitro para
la produccion de 4cido indol-3-acético, sideroforos, actividad lipolitica, pro-
teolitica y solubilizacion de fosfato mineral. La densidad bacteriana estuvo
entre 2.023 a 2.397 Log, UFC g' de esclerocio. Veintidos cepas mostraron
antagonismo in vitro contra al menos una especie de Fusarium. Se identifica-
ron como miembros de los géneros Bacillus, Delftia, Micromonospora, Pseudo-
monas, Sphingobacterium, Staphylococcus y Stenotrophomonas. Los 22 antagonistas
mostraron in witro actividad lipolitica, proteolitica, produjeron sideréforos y
solubilizaron fosfato; unicamente 12 (55%) produjeron acido indol-3-acético.
Las cepas Bacillus subtilis (BA1), Pseudomonas syringae (BA2) y Bacillus amyloli-
quefaciens (BA18) fueron antagonistas contra las tres especies de Fusarium y

produjeron todos los metabolitos evaluados.

Palabras clave: Pudricion de mazorca, Bacillus, Pseudomonas, inhibicion, me-
tabolitos.
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El maiz (Zea mays) es el cereal mas producido en el mundo, seguido de trigo
y arroz (CIMMYT, 2019). México es el centro de origen del maiz (Matsuoka
et al., 2002), ademas de ser el cultivo con la mayor superficie anual sembrada
y consumo per capita (Garcia-Lopez y Giraldo, 2021; Padron et al.,, 2013).
En México se estima que la produccién y calidad de grano de este cultivo es
afectado por diversas enfermedades fungicas, destacando las enfermedades de

pudricion de la mazorca (Moreno-Limon et al., 2011).

El hongo Fusarium causa pudriciones de mazorca que representa una limi-
tante en la produccion e inocuidad del maiz a nivel mundial. Se consigna que
la mayoria de los hibridos de maiz cultivados en el mundo son susceptibles a
mas de 10 especies de Fusarium que causan pudricion de la mazorca (Mesterha-
zy et al., 2012). La mayoria de estas especies de Fusarium producen micotoxinas
que afectan la salud no solo de animales sino también de los seres humanos
(Holf, 2020; Mielniczuk y Skwaryto-Bednarz, 2020). En México, se reporta
a F. verticillioides como la especie de mayor distribucién y més importante
por causar pudriciones en mazorca en los estados de Guanajuato, Guerrero,
Hidalgo, Jalisco, Puebla y Nuevo Le6n. También se han reportado a F. grami-
nearum y F. subglutinans causando pudriciones en mazorca en los estados de
México, Michoacan y Yucatdn (Zenteno-Zevada, 1963).

El biocontrol de enfermedades en plantas con microorganismos antagonis-
tas es una estrategia util para aminorar el uso de plaguicidas en la agricultura
y disminuir costos de produccion e impacto ambiental (Dimki¢ et al., 2022;
Guzman-Guzman y Santoyo 2022; Luo et al., 2022; Singh et al., 2022). In-
vestigaciones previas han demostrado que los exudados en los esclerocios de
hongos fitopatégenos como Sclerotium rolfsii y Sclerotinia sclerotiorum estimulan
el crecimiento de poblaciones bacterianas especificas en el mismo agroecosis-
tema con mayor actividad antifingica hacia estos mismos hongos, que cepas
bacterianas aisladas de otros nichos ecolédgicos (Abdullah et al., 2008; Coley-
Smith y Dickenson, 1971; Gilbert y Linderman, 1971; Hou et al., 2006). Las
poblaciones bacterianas que coexisten en hdbitats especificos con escasos
nutrientes, como es el caso de los esclerocios, promueven la produccion de
metabolitos que incrementan su capacidad de competencia contra otros mi-
croorganismos; por lo tanto, se considera que los esclerocios de hongos son
potenciales reservorios naturales de antagonistas eficientes para el control bio-
logico de fitopatdgenos (Hou et al., 2006; Zachow et al., 2011).
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El ascomiceto Claviceps gigantea causa la enfermedad “diente de caballo”
asi llamada por la forma de los esclerocios. Este hongo produce alcaloides
principalmente ergolina, festuclavina, dihydroelymoclavina, chanoclavina y
elimoclavina (Agurell et al., 1963; Solano-Baez et al., 2018) que también son
toxicos para animales y seres humanos (Mielniczuk y Skwaryllo-Bednarz, 2020;
Bragg et al.,, 2017; Hof, 2020). C. gigantea es un hongo endémico, geografi-
camente limitado a localidades en México con altitudes mayores a los 1800
msnm y humedad relativa > 60% (Fucikovsky y Moreno, 1976; Fuentes et al.,
1964; Ullstrup, 1973). En los valles altos de México (>2 000 msnm), el maiz
se cultiva en ambientes con climas templados en donde las pudriciones de
mazorca causadas por Fusarium spp. son comunes en infecciones simultdneas
con C. gigantea causando pérdidas de hasta el 100% (CIMMYT, 2004). En
el presente estudio, se infiere que los esclerocios de C. gigantea albergan po-
blaciones bacterianas con antagonismo eficiente contra especies de Fusarium
que causan la pudricion de mazorca de maiz en México. Los objetivos de esta
investigacion fueron: i) explorar las poblaciones bacterianas asociadas a escle-
rocios de C. gigantea en el Estado de México, ii) evaluar el antagonismo in vitro
de estas poblaciones bacterianas contra Fusarium graminearum, F. subglutinans y
F. verticillioides, iii) identificar molecularmente los antagonistas mas eficientes

y caracterizar la produccién in vitro de metabolitos de los antagonistas.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de esclerocios de Claviceps gigantea

Los esclerocios de C. gigantea se colectaron en seis localidades del Estado
de México con historial severo en condiciones naturales de las enfermedades
diente de caballo y pudriciones de mazorca causados por Fusarium spp. (Cua-
dro 1; Figura 1). Los esclerocios de cada localidad se colectaron de mazorcas

infectadas con C. gigantea sin sintomas de pudricién por Fusarium spp.
Aislamiento de bacterias de esclerocios de Claviceps gigantea

Se colectaron 10 esclerocios de C. gigantea en cada localidad. El tamafo
de muestra del numero de esclerocios se calculd con el modelo descrito por
Cochran (1982). Los esclerocios (n=10) de cada localidad se molieron por
separado en un mortero estéril; de aqui, se utilizé 1 g de esclerocios molidos

diluido en 100 mL de agua destilada estéril para realizar diluciones seriadas
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Cuadro 1. Colecta de esclerocios de C. gigantea en localidades del Estado de México.

“Localidad Latitud (N) Longitud (O) Altitud (msnm)
Almoloya de Judrez 19° 14’ 10” 90° 42’ 07” 2600
Atlacomulco 19° 43’ 37” 99° 42’ 12” 2700
Calimaya 19° 10’ 25” 99° 32’ 12” 2680
Mina México 19° 40’ 35” 99° 40’ 10” 2580
Toluca 18° 59’ 00” 99° 40’ 58” 2600
Villa Victoria 19° 26’ 00” 100° 00’ 00” 2570

“Tamafo de muestra de 10 esclerocios por localidad estimado con el modelo de Cochran (1982).

Figura 1. A) Mazorcas de maiz con infeccion simultinea de Claviceps gigantea y Fusarium spp. B) Esclerocios
de C. gigantea en mazorcas de maiz.

hasta 10*; de cada dilucién se sembraron 100 pL en placas Petri con medio de
cultivo R2A (Difco) con tres repeticiones y se incubaron a 28 °C por 24 h. Del
crecimiento bacteriano se cuantificé el numero de colonias por el método de
conteo directo en placa. La densidad microbiana se expresé en Log, UFC g’
de esclerocio (Peng et al., 2009). Entre las seis localidades muestreadas, se se-
leccionaron 129 aislados bacterianos asociados a los esclerocios con diferente
morfologia de la colonia observada en un microscopio estereoscopico (Ameri-

can Optical AO) para el estudio posterior de antagonismo in vitro.
Antagonismo in vitro contra Fusarium spp.

Se evaluo el antagonismo in vitro de 129 cepas bacterianas contra Fusarium

graminearum, F. subglutinans y F. verticillioides que causan pudricion de mazorca
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en las localidades muestreadas; la patogenicidad de estas cepas se evidencio
experimentalmente en plantulas de tres poblaciones nativas de maiz en el Es-
tado de México por inoculacion del hongo en sustrato y se idenficaron mole-
cularmente por amplificacion de las regiones internas ITS de los genes rRNA
185-5.8S y 5.85-28S las cuales fueron donadas por la Dra. Dolores Briones
Reyes del Postgrado de Recursos Genéticos y Productividad, del Colegio de
Postgraduados. El antagonismo in vitro se evalud por confrontacion dual en
placas Petri cuadradas (120 x 120 mm) con medio de cultivo Waksman agar
seleccionado entre los medios B de King, R2ZA, agar nutritivo y papa-dextrosa
agar por ser el que permitié el ¢ptimo crecimiento tanto de Fusarium spp.
como de los aislados bacterianos. Inicialmente, las cepas de Fusarium spp. se
inocularon por extension con un asa L-digralsky sobre la superficie del medio
de cultivo con 300 pL de una suspensiéon acuosa con 1.8 x 10* conidios mL™
cuantificados en una Camara Neubauer de cada especie con cinco dias a 28
°C en medio Waksman agar (1 L) (agar 20 g, glucosa 10 g, KH,PO, 1.0 g,
MgSO, 0.5 g, peptona 5.0 g, pH 6.8). Las placas de Petri inoculadas se mantu-
vieron a temperatura ambiente por 60 min; en seguida, las bacterias (n=129)
se inocularon con un inoculador multipunto (Boekel®, microplate replicator
96 puntos) y se incubaron a 28 °C por 7 dias; de aqui, se seleccionaron las
cepas bacterianas que evidenciaron antagonismo (halo de inhibicion del cre-
cimiento fungico) contra una o mas especies de Fusarium. Posteriormente,
en otro ensayo las cepas bacterianas antagonistas se sembraron individual-
mente por puncion de masa bacteriana con un palillo estéril bajo las mismas
condiciones experiementales del ensayo anterior. Se realizaron observaciones
diarias y se seleccionaron Unicamente las cepas bacterianas que mostraron
antagonismo evidenciado por la formacion de un halo de inhibicién > 5mm
del crecimiento del micelio contra una, dos o las tres especies de Fusarium
evaluadas. El ensayo se repitio tres veces. Los testigos consistieron en placas de
Petri con crecimiento de las especies de Fusarium en ausencia de las bacterias

antagonistas.
Deteccion cualitativa de la produccion de metabolitos

Las bacterias antagonsitas se caracterizaron cualitativamente en cuanto a
su capacidad para producir metabolitos in vitro como el 4cido indol-3-acético
en el medio de cultivo caldo soja triptona (TSB); se consideraron positivas
las cepas bacterianas que produjeron una coloracién rojiza en el medio (Frey-

Klett et al., 2005) y sideréforos en el medio universal cromo azurol S (CAS)
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considerando positivas las cepas bacterianas que evidenciaron un halo ama-
rillo alrededor de la colonia (Schwyn y Neilands, 1987); actividad lipolitica
en el medio agar nutritivo suplementado con Tween 80 y proteolitica en el
medio TSB suplementado con leche descremada, considerando positivas las
cepas bacterianas que evidenciaron un halo opaco y claro alrededor de la co-
lonia respectivamenmte (Hantsis-Zacharov y Halpern, 2007), y solubilizacion
de fosfato mineral en el medio TCP, considerando positivas las cepas bacteria-
nas que evidenciaron un halo opaco alrededor de la colonia (El-Yazeid et al.,

2007). Todas las evaluaciones se hicieron por triplicado.
Identificacion molecular de las bacterias antagonistas

El ADN de los antagonistas potenciales se obtuvo de colonias individuales
con 72 h de crecimiento a 28 °C en medio Waksman agar con el kit Pure-
Link Genomic DNA (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, U.S.A.)
siguiendo el protocolo del fabricante. La amplificacion parcial del gen 16S
rRNA se realizo con los iniciadores 8F (5" AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
3)y 1492R (3 GGTTACCTTGTTACGACTT 5’) y las condiciones de PCR
descritas por Baker et al. (2003). Los productos amplificados se secuenciaron
(secuenciacion Sanger) en Macrogen Inc. (Seul, Korea) (https://www.macro-
gen.com); las secuencias se compararon en el banco de genes (GenBank) del
Centro Internacional para la Informacién en Biotecnologia (NCBI por sus
siglas en inglés) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) empleando el algoritmo
Blastn (Basic Local Aligment Search Tool) 2.2.29+ (Altschul et al., 1990).

RESULTADOS

Densidad de poblaciones bacterianas en esclerocios de Claviceps gigantea

Se observo crecimiento bacteriano en medio de cultivo R2A de los escler-
cios provenientes de todas las localidaes muestreadas. Del crecimiento bacte-
riano se cuantificd el namero de colonias por el método de conteo directo en
placa y la densidad bacteriana en esclerocios de C. gigantea fue diferente entre
las seis localidades muestreadas en rangos desde 2.023 hasta 2.397 Log, [UFC
g! de esclerocio (Cuadro 2). La mayor densidad bacteriana se registr6 en los
lotes de Atlacomulco (2.397) y la menor en Villa Victoria (2.023) Log, UFC

g! de esclerocio respectivamente. Lo anterior sugiere que existen poblacio-

126



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Cuadro 2. Densidad bacteriana (Log, UFC g') en esclerocios de C. gigantea por
localidad de muestreo.

Localidad Numero de colonias Log, UFC g" de esclerocio
Almoloya de Juarez 204.1 2.309
Atlacomulco 249.9 2.397
Calimaya 188.8 2.276
Mina México 200.4 2.301
Toluca 133.6 2.125
Villa Victoria 105.6 2.023

?Promedio del ntimero de colonias aisladas de 10 esclerocios de C. gigantea por
localidad muesetreada mediante conteo directo en placa en medio R2A con tres
repeticiones.

nes bacterianas asocidas a los exudados de los esclerocios de C. gigantea; sin
embargo, es necesario profundizar mas en investigaciones que evidencien los
factores que influencian la densidad y estructura bacteriana en este nicho

ecoldgico.
Antagonismo in vitro contra Fusarium spp.

De 129 cepas bacterianas morfologicamente diferentes aisladas de esclero-
cios, 22 (17%) se identificaron por su antagonismo in vitro (halo de inhibicion
del crecimiento fungico > 5 mm) contra una o mas especies de Fusarium (Cua-
dro 3). Entre estas, 13 cepas bacterianas (59%) fueron aisladas de la localidad
de Atlacomulco, y tres cepas (13%) en cada una de las localidaes Calimaya,
Mina y Toluca. Entre los antagonistas (n=22), 10 (45%) cepas fueron antago-
nistas a F. verticilliodes, 14 (63%) a F. subglutinans y 17 (81%) a F. graminearum.
Entre las bacterias antagonistas destacaron las cepas Bacillus subtilis (BA1),
Pseudomonas syringae (BA2) y Bacillus amyloliquefaciens (BA18) las cuales fueron
antagonistas contra las tres especies de Fusarium evaluados. Estas tres cepas

tuvieron origen en la Localidad de Atlacomulco (Cuadro 3).
Identificacion molecular de antagonistas

La amplificacion parcial del gen 16S rRNA permitio la identificacion de
las 22 cepas antagonistas entre 99.02 y 99.49% de similitud de acuerdo al

alineamiento en el banco de genes del NCBI (Cuadro 3). Las cepas antagonis-

tas pertenecieron a los géneros Pseudomonas (36.3%), Bacillus (31.8%), Delftia
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Cuadro 3. Identificacién molecular, origen, antagonismo contra Fusarium spp. y produccion de metabolitos de 22 cepas antagonistas aisladas de esclerocios de
Claviceps gigantea.

Antagonismo Produccion de
in vitro metabolitos in vitro
. Identificacion por secuenciacion  No. acceso de secuencias tipo % de ,
ID cepa Localidad parcial del gen 16S rRNA de la especie (NCBI) identidad Fg Fs Fv AIA LIP PRO SID SEM
BA1 Atlacomulco Bacillus subtilis KF021537.1 99.39  + + + o+ + + +
BA2 Atlacomulco Pseudomonas syringae NR_043716.1 99.28  + + + 0+ + + +
BA3 Atlacomulco Delftia lacustris KF054933.1 99.46  + + + + + +
BA4 Mina Stenotrophomonas sp. AMOI13974.1 99.40  + + + + + +
BA5 Calimaya Delftia acidovorans EF564190.1 99.38  + + + + + +
BAG6 Calimaya Sphingobacterium sp. KF777439.1 99.41  + + + + +
BA7 Atlacomulco Pseudomonas geniculata JX042457.1 99.44  + + + + +
BAS Mina Micromonospora sp. KYO15111.1 99.44 + + + + +
BA9 Mina Stenotrophomonas maltophilia FJ859699.1 99.37 + + + + +
BA10 Calimaya Staphylococcus aureus LN929738.1 9949 + + + + + +
BA11 Atlacomulco Pseudomonas putida KC582298.1 99.05 + + + o+ + + +
BA12 Toluca Bacillus sp. HMO032893.1 99.48 + + + + + +
BA13 Atlacomulco Pseudomonas fluorescens GU198115.1 99.47 + 0+ + o+ + + +
BA14 Atlacomulco Bacillus subtilis KF527828.1 99.35 + + + + + +
BA15 Atlacomulco Bacillus amyloliquefaciens KC494392.1 99.02 + + + o+ + + +
BA16 Atlacomulco Pseudomonas putida KC582298.1 99.16 + o+ + o+ + + +
BA17 Atlacomulco Pseudomonas fluorescens GU198113.1 99.40 - + + o+ + + +
BA18 Atlacomulco Bacillus amyloliquefaciens MH781489.1 99.02 + + + + o+ + + +
BA19 Atlacomulco Pseudomonas sp. DQ991143.2 99.05 + + + + + +
BA20 Toluca Bacillus amyloliquefaciens MF765339.1 99.48 + + o+ + + +
BA21 Atlacomulco Pseudomonas putida JX120503.1 99.15 + + + + +
BA22 Toluca Bacillus sp. MF510169.1 99.48 + + + + +

“Fg= Fusarium graminearum; Fs=Fusarium subglutinans; Fv=Fusarium verticillioides; AIA = produccién de acido indol-3-acético; LIP= actividad lipolitica; PRO= actividad
proteolitica; SID= produccion de siderdforos; SEM= solubilizacion de fosfato mineral.
+= antagonismo in vitro (halo de inhibicion > 5 mm).
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(9.09%), Stenotrophomonas (9.09%), Micromonospora (4.5%), Sphingobacterium
(4.5%) y Staphylococcus (4.5%). Entre las especies de Pseudomonas, se identifica-
ron a P. putida (37.5%), P. fluorescens (25%), P. geniculata y P. syringae (12.5%);
entre las especies de Bacillus a B. amyloliquefaciens (57.1%) y B. subtilis (28.5%).
El mayor nimero de antagonistas (n=13) se aislo de la localidad de Atlaco-
mulco (59%) v el resto en igual proporcion (n= 3) (14.3%) de las localidades
de Calimaya, Mina y Toluca respectivamente (Cuadro 2). Las 22 cepas anta-
gonistas se distribuyeron taxondémicamente en cuatro Phyla y seis ¢rdenes. Se
registré mayor abundancia de los géneros Bacillus y Pseudomonas en los Phyla
Firmicutes (Gram positivas) y Proteobacteria (Gram negativas) y en los or-
denes Bacillales y Pseudomonadales respectivamente. La menor abundancia
en los géneros Micromonospora, Sphingobacterium y Staphylococcus, en los Phyla
Firmicutes (Gram positivas) Bacteroidetes (Gram negativas), en los 6rdenes

Actinomycetales, Sphingobacteriales y Bacillales respectivamente (Cuadro 4).

Cuadro 4. Distribucion taxondémica de 22 cepas bacterianas antagonistas in vitro contra Fusarium spp. aisladas de esclerocios de C.

gigantea.

Phylum Clase Orden Familia Género Frecuencia %
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales  Pseudomonadaceae  Pseudomonas 36.3
Firmicutes Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus 31.8
Proteobacteria Beta Proteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Delftia 9.1
Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales ~ Xanthomonadaceae  Stenotrophomonas 9.1
Bacteroidetes Sphingobacteria Sphingobacteriales  Sphingobacteriaceae  Sphingobacterium 4.5
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micromonosporaceae  Micromonospora 4.5
Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus 4.5

Produccién cualitatitava in vitro de metabolitos

Los 22 antagonistas mostraron in vitro actividad lipolitica, proteolitica, pro-
dujeron sideroforos y solubilizaron fosfato mineral; sin embargo, solamen-
te 12 (55%) produjeron écido indol-3-acético. Unicamente las cepas Bacillus
subtilis (BA1), Pseudomonas syringae (BA2) y Bacillus amyloliquefaciens (BA18)
fueron antagonistas contra las tres especies de Fusarium y produjeron todos

los metabolitos evaluados (Figura 2, Cuadro 3).
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Figura 2. Antagonismo in vitro. A) esclerocio de C. gigantea, B) crecimiento bacteriano a partir de 1 g de esclerocio en medio R2A, C)
antagonismo in vitro de bacterias en medio de cultivo Waksman agar inoculadas con un inoculador multipunto (Boekel®,
microplate replicator 96 puntos) contra Fusarium spp. D) seleccion de cepas bacterianas antagonistas evidenciando halos
de inhibicién >5 mm del crecimiento fungico de Fusarium spp. Produccion in vitro de metabolitos por antagonistas. E)
produccion de acido indol-3-acético, F) produccion de siderdforos, G) actividad proteolitica, H) solubilizacion de fésfato
mineral, I) actividad lipolitica. Se consideraron positivas las cepas que evidenciaron coloraciéon rojiza del medio, halo
amarillo, claro y opaco alrededor de la colonia respectivamente.
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DISCUSION

En esta investigacion se estimo la densidad bacteriana en esclerocios de C.
gigantea y se evalud su antagonismo in witro contra tres especies de Fusarium
causantes de pudricion de mazorca en maiz. Los resultados mostraron diferen-
te densidad bacteriana asociada a esclerocios de C. gigantea en las diferentes
localidades muestreadas; la mayor densidad bacteriana se registro en los lotes
de Atlacomulco (2.397) y la menor en Villa Victoria (2.023) Log UFC g !
de esclerocio respectivamente. Lo anterior puede deberse a la utilizacion de
productos y/o residuos agroquimicos utilizados como parte del manejo agro-
nomico del cultivo que pudieron afectar la diversidad y densidad de microor-
ganismos asociados al cultivo del maiz (FAO, 2010), lo cual sugiere la necesi-
dad de conducir estudios sobre los residuos de agroquimicos utilizados en los
sitios muestreados y su efecto en la estructura y diversidad de las comunidades
bacterianas en los esclerocios. Asi mismo, se ha demostrado que la densidad
bacteriana esta estrechamente relacionada con las fuentes de carbono conte-
nidas en los exudados de esclerocios (Coley-Smith y Dickenson, 1971) por lo
que investigaciones futuras deberan enfocarse en determinar las fuentes de
carbono presentes en los exudados de los esclerocios de C. gigantea y en que
cantidad se encuentran. La presencia de bacterias asociadas a esclerocios se ha
evidenciado en otras investigaciones. Coley-Smith y Dickenson (1971) eviden-
ciaron que los esclerocios del hongo Sclerotium cepivorum, favorecen el creci-
miento de bacterias especificas debido a los exudados que contienen fuentes
de carbono como etanol, trealosa, glucosa y manitol y que este microambiente
constituye un nicho ecologico especifico. Gilbert y Linderman (1971) reporta-
ron cambios cualitativos e incremento de la actividad microbiana en el suelo
cercano a los esclerocios de Sclerotium rolfsii atribuido a los exudados en los
esclerocios de este patdgeno. Estos autores denominaron “micosfera” a la por-
ciéon de suelo influenciado por los esclerocios y demostraron que albergan
poblaciones bacterianas con mayor representatividad de especies antagdnicas

contra S. rolfsii que las obtenidas de otros nichos ecoldgicos.

En esta investigacion, de 129 cepas bacterianas aisladas de esclerocios de
las diferentes localidades muestreadas, 22 (17%) de ellas se identificaron por
su antagonismo in vitro (halo de inhibicion del crecimiento fingico > 5 mm)
contra una o mas especies de Fusarium que causan pudricion de mazorca de
maiz. Mediante la secuenciacion parcial del gen 16S rRNA, fue posible iden-

tificar a las 22 cepas bacterianas antagonistas pertenecientes a los géneros
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Bacillus, Delftia, Micromonospora, Pseudomonas, Sphingobacterium, Staphylococcus

y Stenotrophomonas

Los antagonistas mas abundantes en esclerocios de C. gigantea pertenecie-
ron a los géneros Pseudomonas (Pseudomonadaceae) (36.3%) y Bacillus (Baci-
llaceae) (31.8%). En ambos géneros se han dilucidado sus mecanismos para
el biocontrol de fitopatdgenos mediado por antibiosis, competencia por nu-
trientes y espacios, promocion del crecimiento e induccion de resistencia en
plantas (Cui et al., 2019; Dimkil et al., 2022; Fira et al., 2018; Guzman-Guzman
y Santoyo, 2022; Luo et al., 2022; Singh et al., 2022).

Los resultados de esta investigacién coinciden con los obtenidos en otras
investigaciones en donde destacan la mayor abundancia de ambos géneros
colonizando esclerocios de Rhizoctonia solani (Zachow et al., 2011) y Sclerotium
cepivorum (Backhouse y Stewart, 1989; Utkhede y Rahe, 1980) evidenciando
fuerte antagonismo contra estos patégenos, ademas del género Stenetrophomo-
nas el cual también se identifico en esta investigacion. Wong y Hughes (1986)
demostraron que el 80% de los antagonistas aislados de muestras de suelo
y esclerocios de S. cepivorum fueron especies del género Bacillus. Este género
incluye un grupo de bacterias Gram positivas con alta heterogeneidad fenoti-
pica y genética considerados entre los colonizadores mas comunes en diversos
nichos ecologicos (Abriouel et al., 2011). En este estudio, la mayoria de las
cepas identificadas fueron antagonistas in vitro contra una o dos especies de
Fusarium; sin embrago, las cepas Bacillus amyloliquefaciens (BA18), B. subtilis
(BA1) y Pseudomonas syringae (BA2) fueron antagonistas contra las tres especies
de Fusarium evaluados (F. graminearum, F. subglutinas y F. verticillioides) causan-

tes de pudricion de mazorca de maiz.

En otras investigaciones, B. amyloliquefaciens se ha reportado como anta-
gonista con alto potencial para el biocontrol de otras especies de Fusarium en
espinaca (Spinacia oleracea) (Zhao et al., 2014), banano (Musa sp.) (Tian et al.,
2021), tomate (Solanum lycopersicum) (Elanchezhiyan et al., 2018; Proca et al.,
2020) y trigo (Triticum sp.) (Ursan et al., 2019). Algunas cepas de B. amylolique-
faciens se han reportado como antagonistas y eficientes agentes de biocontrol
de F. graminearum (de Angel et al., 2021; Gu et al., 2017; Liu et al., 2019) y F.
verticillioides (Xu et al., 2021).
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La prevalencia y antagonismo de B. subtilis aislado de esclerocios de C. gi-
gantea, coincide con otros estudios. Utkhede y Rahe (1980) demostraron que
existe mayor prevalencia de B. subtilis en esclerocios de S. cepivorum colectados
de varias partes del mundo y que la mayoria de estas cepas protegieron signifi-
cativamente a la cebolla (Allium cepa) de la pudricion blanca causado por este
patogeno cuando se inocularon en semilla al momento de la siembra. Estos
autores atribuyeron la prevalencia de B. subtilis a los carbohidratos especificos
contenidos en los exudados de los esclerocios de S. cepivorum. También, cepas
de B. subtilis han mostrado antagonismo vy eficiente biocontrol contra F. gra-

minearum y F. verticillioides en trigo y maiz respectivamente (Cavaglieri et al.,

2005; Guimaries et al., 2021; Wang et al., 2020; Yu et al., 2021).

El género Pseudomonas incluye especies Gram negativas las cuales han sido
ampliamente estudiadas como una opcién en el control biologico de fitopato-
genos y promocion del crecimiento de plantas (Dimkill et al., 2022; Guzman-
Guzman y Santoyo 2022; Singh et al., 2022). Pseudomonas syringae identificada
en este estudio como antagonista contra las tres especies de Fusarium pertene-
ce al complejo de especies de P. fluorescens y se ha descrito como una especie
importante como agente de biocontrol junto con P. aeruginosa, P. aureofaciens,
P. chlororaphis P. fluorescens y P. putida y (Panpatte et al., 2016). Pseudomonas
syringae es un complejo de especies que incluye cepas fitopatdgenas en un
amplio rango de plantas hospedantes (Baltrus et al., 2017); sin embargo, se
han identificado cepas de P. syringae no fitopatdgenas cuyo genoma alberga
un extenso grupo de genes relacionados con el biocontrol de fitopatdgenos,
promocion de crecimiento e induccion de resistencia en plantas (Passera et
al., 2019). Yu et al. (2017), demostraron que la cepa Pseudomonas syringae BAF.1
inhibio completamente la germinacion de conidios y afecto la estructura del
micelio de Fusarium oxysporum proponiéndolo como un promisorio agente de

biocontrol contra este patdgeno.

En esta investigacion, las cepas Bacillus subtilis (BA1), Pseudomonas syringae
(BA2) y Bacillus amyloliquefaciens (BA18) fueron antagonistas contra las tres
especies de Fusarium y produjeron in vitro todos los metabolitos evaluados
(produccién de acido indol-3-acético; enzimas lipoliticas y proteoliticas, side-
roforos y solubilizacion de fosfato mineral) (Cuadro 3). Se ha evidenciado
que la producciéon de estos metabolitos juega un papel importante en el bio-
control de hongos fitopatdgenos y promocion del crecimiento de plantas (Sa-

gar et al., 2022). Las enzimas proteoliticas y lipoliticas producidas por especies
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de Bacillus y Pseudomonas causan lisis celular de hongos; los sideréforos son
compuestos antimicrobianos que facilitan la movilizacion de hierro y solubi-
lizacion de nutrientes no disponibles por las plantas (Admassie et al., 2022).
La produccion de reguladores del crecimiento vegetal como el acido indol-
3-acético estimula el desarrollo del sistema radical de las plantas e inducen
resistencia a patdgenos; en tanto que la solubilizacion de minerales como el
fosforo promueve el desarrollo de las plantas, inducen resistencia a patdgenos
y mejoran la absorcién de agua y otros nutrientes (Mahapatra et al., 2022;

Sagar et al., 2022).

Se ha sugerido que en especies de Bacillus y Pseudomonas, la supresion de
enfermedades, promocion de crecimiento e induccion de resistencia en plan-
tas son resultado de su capacidad para producir una amplia gama de meta-
bolitos secundarios codificados por diversos grupos de genes (Andrill et al.,
2020; Dimki¢ et al., 2022; Luo et al., 2022); sin embargo, se consigna que la
proporcién de estos genes en el genoma involucrada en la sintesis de compues-
tos antimicrobianos y otros metabolitos secundarios bioactivos dependen de
la especie y la cepa (Devi et al., 2019), por lo que se sugiere profundizar en el
conocimiento sobre las caracteristicas del genoma de estas tres cepas antago-
nistas identificadas en esta investigacion, previo al registro de las secuencias
16S rRNA en el GenBank del NCBI. Se ha demostrado que la inoculacion de
cepas de Bacillus y Pseudomonas spp. promueven el crecimiento e inducen la

resistencia en plantas de maiz (Egamberdiyeva et al., 2007).

Especies del género Bacillus son promisorios agentes de control bioldgico
debido a sus caracteristicas genéticas, alta resistencia al calor y desecacion por
la formacion de endosporas (Luo et al., 2022); se consideran cepas que no
representan un riesgo a la salud humana por lo cual no hay restricciones para
su uso como agentes de biocontrol de acuerdo con la Agencia de Proteccion
Ambiental de EUA (Dimkié et al., 2022; Hou et al., 2006). Asi mismo, formu-
laciones comerciales de P. syringae estan aprobadas para el manejo de Fusarium
spp. en postcosecha en EUA y Canada (Al-Mughrabi et al., 2013). Por lo an-
terior, las cepas Bacillus subtilis (BA1), Pseudomonas syringae (BA2) y B. amylo-
liquefaciens (BA18) identificadas en esta investigacion, aisladas de esclerocios
de C. gigantea antagonistas in vitro contra tres especies de Fusarium causantes
de pudricion en mazorca de maiz, multifuncionales en la produccion de me-
tabolitos secundarios, son un recurso biotecnoldgico importante para futuras
investigaciones como agentes de biocontrol contra este patdgeno en el cultivo

de maiz en México.
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CONCLUSIONES

Los esclerocios de C. gigantea albergan diferente densidad de poblaciones
bacterianas. En los esclerocios con origen en la localidad de Atlacomulco Es-
tado de México hay mayor densidad bacteriana que en el resto de las locali-
dades. Entre las poblaciones bacterianas que colonizan los esclerocios existen
cepas antagonistas contra al menos una especie de Fusarium que causan pu-
dricion de mazorca en maiz y producen diversos metabolitos posiblemente
implicados con el antagonismo y promocion del crecimiento de plantas. De
22 cepas bacterianas antagonistas, la secuenciacion parcial del gen 16S rRNA
identificé a los géneros Bacillus y Pseudomonas como las bacterias antagonistas
mds abundantes en esclerocios de C. gigantea. Fusarium verticillioides es menos
sensible que F. subglutinans y F. graminaerum al antagonismo in vitro de las cepas
bacterianas aisladas de esclerocios de C. gigantea; Fusarium gramanieraum es la
mas sensible entre las tres especies de Fusarium evaluadas. Las cepas Bacillus
subtilis (BA1), Pseudomonas syringae (BA2) y Bacillus amyloliquefaciens (BA18)
son antagonistas in witro eficientes contra las tres especies de Fusarium y una
potencial alternativa para el biocontrol de estos patégenos en el cultivo de

maiz en México.
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Resumen

El maiz (Zea mays) ocupa el segundo lugar como alimento en el mundo y la
sequia limita su productividad. Las plantas albergan bacterias endofitas que
influyen en la sanidad y tolerancia a la sequia. El objetivo de esta investigacion
fue estimar la densidad y diversidad de las bacterias endofitas cultivables de
la raiz en siete lineas homocigoticas de maices tolerantes y siete susceptibles
a sequia en tres localidades de México durante tres ciclos del cultivo. La den-
sidad y diversidad de las poblaciones bacterianas se evalué mediante conteo
directo en placas y se identificaron por PCR. Los resultados identificaron tres
grupos de bacterias endofitas: 1) altamente frecuentes (Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium y Pseudomonas geniculata), 2) frecuentes (Bacillus firmus, Pseudomonas
hibiscola y Sinorhizobium meliloti) y 3) baja frecuencia (Acinetobacter soli, Stenotro-
phomonas maltophila y Burkholderia gladioli. El analisis de varianza (ANOVA)
Logto UFC & ! de raiz)

de poblacion por localidad, ciclo de cultivo, dias después de siembra y lineas

mostro diferencias significativas (p<0,05) en la densidad (

de maiz. La densidad de Bacillus subtilis, Pseudomonas hibiscola en la localidad
de El Batan y Bacillus megaterium, Sinorhizobium meliloti en Tlaltizapan, fueron
significativamente mayores en las lineas de maiz tolerantes que en las suscep-

tibles a sequia.

Palabras clave: Zea mays; bacterias endofiticas; diversidad bacteriana; 16S

rADN.
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El maiz (Zea mays) es actualmente el segundo cultivo alimenticio mas im-
portante en términos de fuentes de energia y un contenido de proteina de
aproximadamente 9.2% en la nutricién humana (FAO, 2016). México ocupa
el séptimo lugar en produccion del cereal con aproximadamente 25 millones
de toneladas al ano (FIRA, 2016). La productividad de esta graminea se li-
mita por factores bidticos por varias plagas y enfermedades y abiéticos como
sequia, deficiencia de nutrientes, salinidad y altas temperaturas (Grover et al.,
2007). La sequia es el término meteorolégico para la escasez de agua y es uno
de los factores ambientales de estrés mds importantes que afectan la germina-
cion, vigor de la planta y productividad de los cultivos agricolas (Kamara et al.,
2003; Wilkinson y Davies, 2010) y una posible alternativa para hacer frente
a este problema es la generacién de conocimiento sobre los microorganismos
de las plantas que desempefian una funcion importante en la expresion de

resistencia al estrés por factores abioticos (Gond et al., 2015).

Los microorganismos endofitos son bacterias, hongos o virus que habitan,
parte o todo su ciclo de vida, en el tejido interno de las plantas sin causar
dafio a su hospedante y que establecen una interaccion simbiotica que modu-
lan la sanidad de la planta y su habilidad para adaptarse a diferentes factores
de estrés del ambiente (Hardoim et al., 2015). Las bacterias enddfitas repre-
sentan un subgrupo dentro de la comunidad de bacterias de la rizosfera y
rizoplano que colonizan el tejido interno de las raices de la planta hospedante
y que le confiere ventajas ecoldgicas sobre otras poblaciones que colonizan en
forma epifita. Diversas especies de bacterias endofitas Gram positivas y Gram
negativas se han aislado de diferentes tipos de tejido en numerosas especies de
plantas (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006).

Existen evidencias del efecto positivo que inducen los microorganismos
endéfitos mediado por la expresiéon de mecanismos como el antagonismo,
resistencia sistémica inducida (RSI) y adquirida (RSA), promotores del creci-
miento de la planta, y la induccién de una respuesta de adaptacion al estrés
ambiental (Liu et al., 2013). La relacién entre la planta hospedante y la comu-
nidad bacteriana endofitica refleja la coevolucién en el proceso de coloniza-
cion influenciado por el genotipo, etapa de crecimiento, estado fisioldgico y
tejido de la planta, asi como por las caracteristicas del suelo, practicas agrono-
micas y condiciones ambientales como la temperatura, agua y el suministro de
nutrientes (Higgins et al., 2007).
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En Maiz, la inoculacion de estos microorganismos se relaciona con un in-
cremento en la germinacion, altura de la planta, biomasa radical y aérea que
mejora el rendimiento (Morales et al., 2011). Asi mismo, se ha demostrado
la eficiencia con la inoculacion de estas bacterias en maiz promoviendo to-
lerancia al stress por sequia (Fan et al., 2015), mediado por el incremento de
la longitud y biomasa de la raiz mejorando la absorcion de agua y nutrientes
(Naseem y Bano, 2014; Yasmin et al., 2013). Las bacterias endofitas pueden in-
ducir tolerancia contra enfermedades abidticas como salinidad y sequia, mien-
tras que algunas poblaciones confieren tolerancia a factores de estrés especifi-
co y son responsables de la supervivencia de las plantas bajo esas condiciones
particulares del ambiente (Gond et al., 2015; Montanez et al., 2011). Asi, los
microorganismos que establecen una interaccion positiva con las raices de las
plantas desempenan un papel clave en sistemas agricolas con un promisorio

potencial biotecnologico para su uso en una agricultura sostenible.

En México no existen investigaciones sobre las comunidades bacterianas
enddfitas en raices de lineas de maiz tolerantes y susceptibles a sequia. Tales
bacterias endofitas, potencialmente podrian utilizarse para el desarrollo de
futuras estrategias biotecnolégicas como inductores de tolerancia a sequia y a
otros factores bioticos y abioticos limitantes en la productividad del cultivo.
Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue estimar la densidad y diversidad
de las poblaciones bacterianas cultivables endofitas en la raiz en lineas de maiz
homocigoticas (S6) tolerantes y susceptibles a sequia previamente identifica-
das con este caracter en condiciones de campo y cultivadas en tres localidades

de México durante tres ciclos del cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de muestreo. Se sembraron siete lineas homocigdticas de maiz toleran-
tes (CLQRQ108, CML384, CML445, CML544, DTMA90, DTMA224,
DTMAZ256) vy siete susceptibles a sequia (CML181, DTMA34, DTMAA41,
DTMA43, DTMA109, DTMA 144, DTMA182), las cuales se seleccionaron
por ser lineas endocriadas debido a su uniformidad en la respuesta a sequia.
Cada linea se sembré con tres repeticiones en el Campo Experimental del
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMyT) en las
localidades de Tlaltizapan, Morelos (18.68 N; 99.11 O), El Batan, Texcoco,
México (19.53 N; 98.85 O), y Agua Fria, Puebla (20.5 N; 97.6 O) durante los
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ciclos de cultivo verano 2012 (V-2012), invierno 2012 (I-2012) y verano 2013
(V-2013). Se realizaron muestreos del tejido interno formado en la zona apical
de la raiz en tres plantas de cada linea por localidad y ciclo de siembra a los 25,
52 y 75 dias después de la siembra (dds) para su analisis en el Laboratorio de
Patologia de Maiz del CIMMyT, El Batan, Edo. México. El tamafio de muestra
se determino por el método propuesto por Cochran (1982).

Aislamiento de bacterias endofitas de raices. Se definieron como cepas en-
dofitas aquellos aislamientos bacterianos obtenidos del tejido interno de las
raices del maiz superficialmente esterilizadas. Las raices de maiz sin sintomas
se lavaron con agua destilada estéril y se cortaron en trozos de 2 cm. Se
esterilizaron superficialmente 10 g de raices en frascos de vidrio estériles con
lavados en serie con etanol 70% durante 5 min; hipoclorito de sodio 0.53%
durante 10 min y tres lavados con agua destilada estéril. Del ultimo lavado
con agua destilada estéril, se sembraron 100 pL de cada frasco en placas Petri
con medio de cultivo NB (1L): Agar Bacteriologico 15 g (BIOXON® México),
Peptona 5 g (BD DIFCO™ EE. UU), Extracto de levadura 3 g (DIBICO® Méxi-
co, NaCl JT BAKER® México) y se incubaron a 28+1 °C durante 2-5 dias.
La ausencia de crecimiento bacteriano en el medio de cultivo confirmé la
eficiente esterilizaciéon superficial de las raices. Estas raices se molieron en
morteros frios con 20 mL de una solucion amortiguadora (50 mM KH,PO,,
150 mM NaCl, pH 7.6) estéril. Las suspensiones obtenidas se diluyeron en
serie (1:9) desde 10°hasta 10°y se sembraron 100 pL de cada dilucién con tres
repeticiones en medio NB incubados a 28 °C durante 24 h con luz continua.
Se cuantificaron vy clasificaron los diferentes morfotipos bacterianos con base
al color, forma, textura y tipo de crecimiento. El crecimiento bacteriano se
considero representativo de bacterias cultivables endofitas en la raiz de maiz.
Las cepas bacterianas se preservaron por congelacion en medio NB y glicerol

20% para estudios posteriores.

Densidad poblacional de bacterias endéfitas. La densidad poblacional de
bacterias por tejido de raiz se estimo por conteo directo de colonias en placa.
El niimero de colonias bacterianas aisladas de las 14 lineas de maiz se cuanti-
fico con un contador de colonias (Quebec®, Darkfield Colony Counter). La
poblacion bacteriana de las muestras de tejido de raiz se expresé como uni-
dades formadoras de colonias (UFC g'! de raiz). Los datos obtenidos se trans-

formaron a Logto VFC & ' deraiz y se realizo un analisis de varianza (ANOVA)
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siguiendo un disefio de analisis factorial de donde se obtuvo la separacion de
medias por DMS (@=0,05) con el programa estadistico SAS (Statistical Analy-
sis System, version 9.1.3 SAS Institute, Cary, NC, EE.UU) en funcién del
ciclo de cultivo, localidad, dias después de la siembra (dds) y lineas de maiz

tolerantes/susceptibles a sequia estudiadas.

Amplificacion del gen 16S rADN e identificaciéon de bacterias endofitas.
La extraccion de ADN de las bacterias se realizo por el protocolo descrito
por Mahuku (2004), con las siguientes modificaciones: las células bacterianas
se obtuvieron a partir del crecimiento en medio NB a 28 °C durante 48 h.
Después de suspender el precipitado en 100 pL de 1X TE, se agregaron 2 pL
de RNAsa (1 mgmL™"), y se incubd en baito Maria a 37 °C durante 1 h. La ca-
lidad del ADN se verifico por electroforesis en gel de agarosa. Las bacterias se
identificaron mediante la amplificacion parcial del gen 16S rADN con los ini-
ciadores universales 27F (5" AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y 1492R
(5" TACGGHTACCTTGTTACGACTT-3 ") con las condiciones de PCR des-
critas por Galkiewicz y Kellogg (2008). La amplificacion y secuenciaciéon se
hizo en Macrogen (DNA Sequency Service. Korean Biotechnology Company);
las secuencias obtenidas se alinearon con secuencias depositadas en el Gen-
Bank del Centro Nacional de Biotecnologia de los Estados Unidos (NCBI)
utilizando el programa BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion taxonomica de bacterias endofitas. La secuenciacion parcial
del gen 16S rADN permiti6 identificar 22 especies de bacterias endofitas en
la raiz en ambos grupos de lineas de maiz. La mayor abundancia de bacterias
se asocio a los phyla Proteobacteria, seguido de Firmicutes y Bacteroidetes. Dentro
de Firmicutes, el 100% de las cepas se identificaron como Bacillus sp. y dentro

de la clase Gammaproteobacteria, 33% como Pseudomonas sp.

La diversidad y riqueza de bacterias naturalmente asociadas a las raices
de maiz es amplia y la estimacion de esta depende del método de andlisis.
En este estudio se utilizo un enfoque de cultivo dependiente y los resultados
coinciden con investigaciones previas que reportaron el phylum Proteobacteria
como el mas dominante entre las poblaciones bacterianas endofitas aisladas

en raices, tallos y hojas de maiz (Rosenblueth y MartinezzRomero, 20006). Asi
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mismo, otros estudios sobre la diversidad de las comunidades endéfitas de la
raiz en maiz utilizando métodos de cultivo dependiente e independiente tam-
bién coinciden en que las bacterias mds frecuentemente asociadas a este cul-
tivo son Firmicutes (Bacillus), Gammaproteobacteria (Pseudomonas) (Pereira et al.,
2011) y Burkholderia spp. (Ikeda et al., 2013). El analisis de estas poblaciones
por cromatografia de gases y perfiles de acidos grasos identificaron a Bacillus
pumilus, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa y P. fluorescens como las especies re-
lativamente mds predominantes en el tallo de maiz (Rai et al., 2007), mientras
que mediante pyrosecuenciacion se identifico como los mas abundantes en

la rizosfera de maiz a los phyla Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria (Li

et al., 2014).

Experimentaciones en maiz han mostrado el potencial uso de estas po-
blaciones como inoculantes bacterianos para el control de estrés por sequia,
sugiriendo que la induccion de tolerancia a sequia se debe a la produccion de
fitohormonas como el 4cido abscisico, giberélico, indol-3-acético, citocininas,
enzimas como la ACC deaminasa, produccion de exopolisacdridos bacteria-
nos y la inducciéon de tolerancia sistémica (Dimkpa et al., 2009; Kim et al.,
2012; Timmusk et al., 2014; Yang et al., 2009). En otros cultivos se han sefia-
lado como inductores de tolerancia en trigo (Triticum sativum) y leguminosas
(Vigna radiata) al ser inoculados en semilla y promoviendo el incremento en
los niveles de regulacion de genes relacionados con la tolerancia a sequia y la

actividad de diversas enzimas (Kasim et al., 2013; Saravanakumar et al., 2011).

Por la frecuencia de los aislamientos, en el presente estudio se destacan
tres grupos de bacterias enddfitas en la raiz de maices tolerantes y suscepti-
bles a sequia: 1) altamente frecuentes (Bacillus subtilis, Bacillus megaterium y
Pseudomonas geniculata), aislados durante los tres ciclos de cultivo en las tres
localidades, 2) frecuentes (Bacillus firmus, Pseudomonas hibiscola y Sinorhizobium
meliloti), aislados durante los tres ciclos de cultivo en dos localidades y 3) baja
frecuencia (Acinetobacter soli, Stenotrophomonas maltophila y Burkholderia gladioli,
aisladas solo en dos localidades y no en todos los ciclos del cultivo (Cuadro 1).

La estructura taxonomica y funcional de las comunidades bacterianas en
el suelo esta influenciada por factores bidticos y abidticos como las caracteris-
ticas fisicoquimicas del suelo, condiciones climaticas, genotipo de la planta y la
interaccion con otros procariontes y eucariontes en el suelo, lo cual indica

que son interacciones complejas. En este estudio, la estructura y abundancia
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Cuadro 1. Especies de bacterias endéfitas identificadas en la raiz de 14 lineas de maiz en tres localidades y durante tres ciclos del

cultivo.

I Linea Identidad de Localidad/ciclo de cultivo
ID Endéfito T/S Nuclestidos Clase TL AF ER

AF101 Acinetobacter soli TS 96% (KU551890) y Proteobacteria 1 1
AF105 Agrobacterium tumefaciens TS 97% (KX518841) o Proteobacteria 1
TLO07 Bacillus asahii TS 95% (KU551893) Firmicutes 1,2,3 1
TLO08  Bacillus firmus ¥ TS 98% (KU551896) Firmicutes 1,2,3 1,2,3
AF103  Bacillus megaterium * TS 96% (KC414697) Firmicutes 1,2,3 1,2,3 1,2,3
AF102 Bacillus subtilis TS 97% (KU551891) Firmicutes 1,2,3 1,2,3 1,2,3
AF111 Burkholderia cenocepacia TS 96% (GU433447) B Proteobacteria 1,2,3
AF129 Burkholderia gladioli S 97% (EU1611873) B Proteobacteria 1,2 2
AF109 Chryseobacterium indologenes TS 98% (KU551895) Flavobacteria 1,2,3 2
TLO32 Enterobacter aerogenes TS 97% (AM184247) vy Proteobacteria 1 1,2,3
BTOIL1 Enterobacter spp. TS 97% (KX518848) y Proteobacteria 1
TLO12 Flavobacterium johnsoniae TS 96% (KU551897) Flavobacteria 1
AF116 Klebsiella oxytoca TS 97% (KU551901) y Proteobacteria 2
AF128 Klebsiella pneumoniae TS 96% (KX518847) y Proteobacteria 1
TLO15 Pseduomonas hibiscola ¥ TS 97% (KX518846) y Proteobacteria 1,2,3 1,2,3
AF112  Pseudomonas chlororaphis TS 96% (KX518844) y Proteobacteria 1,2,3
AF115 Pseudomonas geniculata * TS 96% (KU551900) y Proteobacteria 1,2,3 1,2,3 1,2,3
TLO11 Pseudomonas lini TS 99% (KX518842) vy Proteobacteria 1
AF107  Salmonella bongori TS 96% (KU551899) y Proteobacteria 1
AF106  Serratia marcescens TS 96% (KX518843) y Proteobacteria 1,2,3 1
TLO10  Sinorhizobium meliloti ¥ TS 98% (KU551892) o Proteobacteria 1,2,3 1,2,3
TLOO9  Stenotrophomas maltophilia * TS 98% (KU551894) vy Proteobacteria ,2,3 1

TL= Tlaltizapan, Mor., AF= Agua Fria, Pue., EB= El Batan, Méx. / TL= Tlaltizapan, Mor., AF= Agua Fria, Pue., EB= El Batan, Mex.
1=Verano 2012; 2=Invierno 2012; 3=Verano 2013.

X Endofitos altamente frecuentes.

Y Endofitos frecuentes.
Z Endodfitos de baja frecuencia.

de las bacterias aisladas puede asociarse con la interaccion de varios factores,
incluyendo el genotipo de la planta, las caracteristicas genéticas de la bacteria,
el suelo, la temperatura, ciclo de cultivo y fenologia de la planta de maiz (Li et
al., 2014; Oliveira et al., 2009) que influyen en la colonizacion y dindmica de
las comunidades bacterianas endéfitas (Bodenhausen et al., 2013). Se ha mos-
trado la relacion especifica entre planta-endoéfito mediante una quimiotaxia
bacteriana hacia exudados de la planta hospedante como fuentes de carbono
que actiian como moléculas de sefalizacion (Albareda et al., 2006) y que las
diferencias en la composicion y patrones de exudacion son dependientes del
cultivar, etapa de desarrollo, exposicion a estrés de la planta y tipo de suelo,
los cuales influencian la colonizacion por comunidades bacterianas (Haichar
et al., 2008). Estudios en maiz indicaron que los exudados de la raiz estin com-

puestos de 65% de azucares, 33% de 4cidos organicos y 2% de aminoacidos y
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que los cambios en cantidad y calidad en estos patrones de exudacién en las
diferentes etapas del crecimiento vy fisiologia de la raiz, influyé en la bioma-
sa y estructura de las comunidades bacterianas incrementando la actividad y
deposicion de nutrientes por estas comunidades microbianas beneficiando
el crecimiento de la planta (Baudoin et al., 2003). Algunas investigaciones en
maiz mediante un enfoque de cultivo dependiente han demostrado cambios
dindmicos en la comunidad bacteriana de la rizosfera en diferentes etapas de

crecimiento del cultivo (Cavaglieri et al., 2009; Nacamulli et al., 1997).

En este estudio se identificaron bacterias especificas como Burkholderia gla-
dioli, la cual se aislo con baja frecuencia tinicamente en las lineas susceptibles

en dos localidades y ciclos de cultivo (Cuadro 1).

B. gladioli se ha identificado previamente en raices del ancestro silvestre
(Zea mays ssp. parviglumis) y en genotipos modernos de maiz como un endofito
con propiedades antifiingicas (Shehata et al., 2016); asi mismo, la inoculacion
de Burkholderia sp. en maiz mostro efectos positivos en la tolerancia a sequia

(Fan et al., 2015; Naveed et al., 2014).

Densidad de poblaciones endoéfitas en lineas de maiz. La densidad de bacte-
Logio UFC ¢ de
raiz. El ANOVA mostro diferencias altamente significativas (**= p<0,01) en

rias enddfitas en las 14 lineas de maiz tuvo rangos entre 1, 6

la densidad de poblacion endofita de B. subtilis, B. megaterium, P. hibiscola y S.
meliloti en funcion de la localidad, ciclo de cultivo, dias después del trasplante

(dds) y grupo (tolerancia/susceptibilidad a sequia) de linea de maiz (Cuadro
2).

Cuadro 2. Anilisis de varianza y comparacion de medias de la densidad de poblacion (Log,, UFC
¢! de raiz) en las raices de 14 lineas de maices tolerantes y susceptibles a sequia.

B. subtilis B. megaterium P. hibiscola S. meliloti
Localidad * ** * o
Ciclo NS > * NS
Dias NS > NS >
Tolerancia * * * o
Tolerante 2.2684 a 3.7374 a 29388 a 4.8880 a
Susceptible 1.7410 b 3.3976 b 2.4501 b 4.6389 b

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (DMS, 0.05) .
NS= No existen diferencias significativas.
**= Diferencias altamente significativas.
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Por localidad, en EI Batin, las mayores densidades de poblaciones se re-
gistraron con B. subtilis y P. hibiscola, mientras que en Tlaltizapan fueron con
B. megaterium y S. melilloti. Por ciclo de cultivo y fecha de muestreo, B. mega-
terium y P. hibiscola fueron significativamente diferentes (p<0,05) durante el
ciclo V-2012 a los 52 dds. En el presente estudio se identificaron un total de
22 bacterias endofitas en raices de lineas de maices tolerantes y susceptibles
a sequia. Sin embargo, la densidad de poblacion de B. subtilis, B. megaterium,
P hibiscola y S. meliloti fueron significativamente mayores en las lineas de maiz

tolerantes que en las susceptibles a sequia (Cuadro 2).

La densidad de poblaciones en bacterias es un elemento clave y se conside-
ra como el mayor mecanismo de regulacion del metabolismo en la interaccion
con el medioambiente biotico y abiotico, a través del cual coordina la expre-
sion de genes especializados dependiente de una densidad celular. Este com-
portamiento conocido como Quorum sensing (QS), en bacterias asociadas a
plantas se ha demostrado que regula la expresion de genes en la rizosfera para
la sintesis de metabolitos secundarios, compuestos antifiingicos, antibioticos y

enzimas extracelulares que estian involucrados en el biocontrol. (Somers et al.,

2004; Whitehead et al., 2001).

En este estudio, la densidad total de poblacion de B. subtilis en las lineas de
maiz en la localidad de El Batan fue de 3, 4 Logl0 UFC g'! de raiz, no hubo dife-
rencia significativa por ciclo y dias después de la siembra, pero fue significati-

vamente mayor en las lineas de maiz tolerantes a sequia (Cuadro 2, Figura 1).

Como endofito, B. subtilis es un microorganismo de gran interés en aplica-
ciones biotecnologicas como agente de biocontrol de enfermedades bioticas y
abioticas, mediada por la eficiente colonizacién de las raices de las plantas que
desencadenan diferentes mecanismos de biocontrol y adaptacion a diferentes
ambientes (Marulanda et al., 2006); ademas, demostrando su alta capacidad
de producir compuestos organicos volatiles (VOCs) que actian como mo-
léculas de senalizacion para disparar una respuesta de defensa mediante
la resistencia sistémica inducida (ISR) especifica (Farag et al., 2013). Estos
VOC:s activan las vias de produccién de hormonas incluyendo auxinas, gibe-
relinas, citocininas y acido salicilico, que promueven el desarrollo de la planta
hospedante en condiciones de estrés, principalmente por el incremento de
biomasa radicular resultando en una mejor absorcion de agua (Zhang et al.,
2007). Otro estudio demostro que la inoculacion en semilla de maiz con cepas
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Figura 1. Poblacion de B. subtilis en 7 lineas de maiz tolerantes y 7 susceptibles a sequia a los 25, 52 y 75 dds en los ciclos de cultivo
Verano 2012, Invierno 2012 y Verano 2013, en tres localidades de México.

seleccionadas de B. subtilis aportd importantes beneficios como promotor de

crecimiento y mayor capacidad de absorcion de nutrientes (Canbolat et al.,

2000).

En Tlaltizapan, la densidad de poblacién de B. megaterium en las lineas
de maiz estuvo entre 3, 50000 VFC & 'de raiz en los tres ciclos y fue significa-
Loglo UFC g! de raiz) en el ciclo V-2012 a los 52 dds, fue

significativamente mayor en las lineas de maiz tolerantes a sequia (Cuadro 2,

tivamente mayor (5
Figura 2).

Investigaciones recientes demostraron que B. megaterium modifica la res-
puesta de la planta del maiz ante varios estreses abioticos, incluyendo la im-
portancia de la densidad poblacional de algunas especies de Bacillus en la
respuesta de tolerancia a sequia y transporte de agua en Retama sphaerocarpa,
al estimular el crecimiento de la raiz y la capacidad de absorcion de agua y los

niveles de prolina y acido indol acético (Marulanda et al., 2006). Particular-
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Figura 2. Poblacion de B. megaterium en 7 lineas de maiz tolerantes y 7 susceptibles a sequia a los 25, 52 y 75 dds en los ciclos de cultivo
Verano 2012, Invierno 2012 y Verano 2013, en tres localidades de México.

mente, destacan que la presencia de B. megaterium en su planta hospedante
aumenta la biomasa y contenido de agua de la raiz (Marulanda et al., 2009),
que sugiere un uso potencial de estas poblaciones endoéfitas en plantas de
maiz cultivadas en zonas aridas y semiaridas. La funcién biologica de otras es-
pecies de Bacillus endofiticos en maiz se relaciona con una eficiente respuesta
de defensa de la planta contra patégenos relacionada con la produccion de

lipopéptidos antifingicos que induce la expresion de genes de defensa (Gond

et al., 2015).

En El Batin, la densidad de poblacion de P. hibiscola en lineas de maiz

estuvo entre 3,5 UFC g'deraiz en los tres ciclos y fue significativamente

Logio VFC ¢ Ude raiz) en el ciclo V-2012. No se aislé en la localidad

de Agua Fria. No hubo diferencias significativas entre los dias después de la

mayor (5

siembra (dds), fue significativamente mayor en las lineas de maiz tolerantes a
sequia (Cuadro 2, Figura 3).

151



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Figura 3. Poblacion de P. hibiscola en 7 lineas de maiz tolerantes y 7 susceptibles a sequia a los 25, 52 y 75 dds en los ciclos de cultivo
Verano 2012, Invierno 2012 y Verano 2013, en tres localidades de México.

P. hibiscola no se ha citado como endéfito en maiz; sin embargo, la afiliacion
filogenética de la cepa tipo ATCC 19867 de P. hibiscola, basados en el analisis
comparativo de secuencias del gen 16S rADN y perfiles quimio-taxonémicos,
lo reclasifican como Stenotrophomonas sp. (Anzai et al., 2000). S. maltophilia se
ha citado como endofito en maiz (Mclnroy y Kloepper, 1995) y se reporta su
funcion como agente de control bioldgico contra patdgenos con origen en el
suelo como Pythium spp., Fusarium spp. y Rhizoctonia solani ademas de la capa-
cidad para producir 4cido indol acético que en plantas regula el desarrollo de
brotes y raices laterales (Mehnaz et al., 2010).

La densidad de poblacion de S. meliloti en lineas tolerantes a sequia en Tlal-
tizapan estuvo entre 4,6, UFC g "de raiz en los tres ciclos y fue significati-
Logto UFC glde raiz) a los 52 dds. No se aislé en la localidad

de Agua Fria. No hubo diferencias significativas por ciclo de cultivo, pero fue

vamente mayor (6

significativamente mayor en las lineas de maiz tolerantes a sequia (Cuadro 2,
Figura 4).
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Figura 4. Poblacion de S. meliloti en 7 lineas de maiz tolerantes y 7 susceptibles a sequia a los 25, 52 y 75 dds en los ciclos de cultivo
Verano 2012, Invierno 2012 y Verano 2013, en tres localidades de México.

S. meliloti se conoce como una bacteria noduladora fijadora de nitrogeno
en plantas del género Medicago, con implicaciones en la respuesta de toleran-
cia a sequia y salinidad (Roumiansteva y Muntyan, 2015). En México se deter-
mino la existencia de una gran diversidad genética de poblaciones nativas de
S. meliloti en alfalfa (Medicago spp.) y actualmente se han identificado nuevas
especies en leguminosas lefiosas en el género Leucaena (Wang et al., 2002) y
Acacia (Toledo et al., 2003). El género Sinorhizobium se encontro en la rizosfera
de maiz (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006) y a Rhizobium etli bv. phaseoli
como endofito en raices de maiz en México (Gutiérrez-Zamora y Martinez-
Romero, 2001); sin embargo, no existe informacién sobre S. meliloti como
endofito en la raiz de maiz, por lo que el presente estudio aporta informacion
de referencia de la colonizacion natural endofita de S. meliloti en esta grami-
nea en México. En las localidades estudiadas es comun el cultivo intercalado
de alfalfa con maiz, que podria explicar la colonizacion endofita de raices de

maiz por S. meliloti. Estudios en arroz (Oryza sativa) sugieren que S. meliloti
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podria producir la molécula sefal lumicromo en la rizosfera de estas plantas
promoviendo el crecimiento por induccion de una mejor respiracion de las
raices, conductancia estomadtica, transpiracién de la hoja y eficiencia fotosin-
tética (Chi et al., 2010). Su aplicacion en concentraciones nanomoleculares
promovio el crecimiento en leguminosas y gramineas e incremento la biomasa

de las raices de la leguminosa Lotus japonicus y jitomate (Solanum lycopersicum)

(Gouws et al., 2012).

La frecuencia de ciertos géneros de bacterias aisladas de la raiz en este es-
tudio podria tener relacion con la filogenia de estas lineas de maiz. Por ejem-
plo, entre las bacterias con mayor frecuencia y densidad en lineas tolerantes
de maiz destacan dos especies de Bacillus; Bacillus se considera una bacteria
enddfita importante que se ha aislado tanto de Teozintle (ancestro del maiz)
como de genotipos de maices modernos y se demostro que la composicion de
la comunidad bacteriana enddfita en semilla de maiz, es variable y conservada
a través de la evolucion, etnografia y ecologia de la planta de maiz como hos-
pedante (Johnston-Monje y Raizada, 2011).

En esta investigacion se determiné que algunos de los factores: tolerancia/
susceptibilidad a sequia de las lineas de maiz estudiadas, localidad, ciclo de
cultivo, tiempo (dias después del trasplante) afectaron significativamente la
densidad de bacterias cultivables endofitas en la raiz de estos materiales ge-
néticos de maiz. Las rizobacterias como promotores del crecimiento (PGPR),
nutricién y manejo de enfermedades en plantas ha sido ampliamente estudia-
do; sin embargo, su funcion en el manejo de enfermedades abioticas como
el estrés a sequia es de gran interés en los ultimos afos (Dimpka et al., 2009;
Grover et al., 2010; Kavamura et al., 2013; Yang et al., 2009). El uso de micro-
organismos endofitos puede ser una alternativa viable contra estreses bioticos
y abidticos; las cepas aisladas en este estudio constituyen un recurso microbia-
no que esta intimamente asociados al maiz con potencial de uso biotecnoldgi-
co en la agricultura que merecen ser evaluados en el futuro como inoculantes
microbianos e inductores de tolerancia al estrés hidrico y otros factores biéti-
cos y abioticos en regiones con condiciones limitantes para la producciéon de

este cultivo en México.
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CONCLUSIONES

Las bacterias cultivables endéfitas de la raiz que tuvieron mayor presencia
en las 14 lineas de maiz probadas pertenecen a los phyla Proteobacteria y Fir-
micutes. La mayor densidad de poblacion de bacterias endofitas se estimé en
lineas de maiz tolerantes a sequia. Las bacterias de los géneros Bacillus, Pseudo-
monas y Sinorhizobium fueron las que presentaron mayor frecuencia y densidad
de poblacion en las lineas de maiz tolerantes a sequia en las tres localidades y
ciclos de cultivo estudiados. Sinorhizobium meliloti es capaz de colonizar endo-

fiticamente la raiz de maiz.
Agradecimientos

Al Colegio de Postgraduados y al Consejo Nacional de Ciencia y Tecno-
logia (CONACYyT), por los recursos econdmicos y beca otorgados. Al Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), por la semilla

proporcionada para el desarrollo de esta investigacion.

LITERATURA CITADA

Albareda M, Dardanelli MS, Sousa C, Megias M, Temprano F and Rodriguez D. 2006 Factors affecting the attachment
of rhizospheric bacteria to bean and soybean roots. FEMS Microbiology Letters 259:67-73. https://doi.org/10.1111/
j-1574-6968.2006.00244.x

Anzai Y, Kim H, Park ]JY, Wakabayashi H and Oyaizu H. 2000. Phylogenetic affiliation of the pseudomonads based
on 16S rRNA sequence. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 50:1563-1589. DOI:
10.1099/00207713-50-4-1563

Baudoin E, Benizri E and Guckert A., 2003. Impact of artificial root exudates on the bacterial community structure
in bulk soil and maize rhizosphere. Soil Biology and Biochemistry 35:1183-1192. https://doi.org/10.1016,/S0038-
0717(03)00179-2

Bodenhausen N, Horton MW and Bergelson J. 2013. Bacterial communities associated with the leaves and the roots of
Arabidopsis thaliana. PLOS ONE 8:56329. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0056329

Canbolat M, Bilen S, Cakmakgi R, Sahin F and Aydi A. 2006. Effect of plant growth promoting bacteria and soil com-
paction on barley seeding growth, nutrient uptake, soil properties and rhizosphere microflora. Biology and Fertility of
Soils 42:350-357. https://link.springer.com/article/10.1007,/s00374-005-0034-9

Cavaglieri L, Orlando ] and Etcheverry M. 2009. Rhizosphere microbial community structure at different maize plant
growth stages and root locations. Microbiological Research 164:391-399. https://doi.org/10.1016/j.micres.2007.03.006

Chi F, Yang P, Han F, Jing Y and Shen S. 2010. Proteomic analysis of rice seedlings infected by Sinorhizobium meliloti 1021.
Proteomics 10:1861-1874. http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/pmic.200900694,/full

Cochran, W. G. Técnicas de muestreo. México: Compaiiia Editorial Continental, 1982. 513 p.

Dimpka C. Weinand T and Asch F. 2009. Plantrhizobacteria interactions alleviate abiotic stress conditions. Plant Cell
and Environment 32:1682-1694. DOI: 10.1111/j.1365-3040.2009.02028 x

155



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Fan X, Hu H, Huang G, Huang F, Li Y and Palta J. 2015. Soil inoculation with Burkholderia sp. LD-11 has positive effect
on water-use efficiency in inbred lines of maize. Plant Soil 390:337-349. https://doi.org/10.1007/511104-015-2410-z

Farag MA, Zhang H and Ryu CM. 2013. Dynamic chemical communication between plants and bacteria through airbor-
ne signals: induced resistance by bacterial volatiles. Journal of Chemical Ecology 39:1007-1018. https://link.springer.
com/article/10.1007/s10886-013-0317-9

FAQ. 2016. Disponible en linea: http://www.fao.org/docrep/003/x7650s/x7650s10.html (Consulta, marzo 2016)

FIRA, Fideicomisos Instituidos en Relacién con la Agricultura. 2016. Disponible en linea: https://www.gob.mx/cms/
uploads/attachment/file/61952/Panorama_Agroalimentario_Ma_z_2015.pdf (Consulta, febrero 2016)

Galkiewicz JP and Kellogg CA. 2008. Cross-Kingdom amplification using Bacteria-specific primers: complications for stu-
dies of coral microbial ecology. Applied Environmental Microbiology 74:7828-7831. Disponible en linea: http://aem.
asm.org/content/74/24/7828.short

Gond SK, Bergen MS, Torres MS, White JF and Kharwar RF. 2015. Effect of bacterial endophyte on expression of defense
in Indian popcorn against Fusarium moniliforme. Symbiosis 66:133-140. https://doi.org/10.1007/s13199-015-0348-9

Gouws LM, Botes E and Wiese AJ, Trenkamp S, TorresJerez I, Tang J, Hills NP, Usadel B, Lloyd R], Fernie RA,
Kossmann ] and van der Merwe M. 2012. The plant growth promoting substance, lumichrome, mimics starch, and
ethylene-associated symbiotic responses in lotus and tomato roots. Front Plant Science 120:1-20. https://dx.doi.
org/10.3389%2Ffpls.2012.00120

Grover M, Ali SZ, Sandhya V, Rasul A and Venkateswarlu B. 2010. Role of microorganisms in adaptation of agriculture
crops to abiotic stresses. World Journal of Microbiology and Biotechnology 27:1231-1240. https://doi.org/10.1007/
s11274-010-0572-7

Gutiérrez-Zamora ML and MartinezzRomero E. 2001. Natural endophytic association between Rhizobium etli and maize
(Zea mays L.). Journal of Biotechnology 91:117-126. https://doi.org/10.1016/S0168-1656(01)00332-7

Haichar FZ, Marol C, Berge O, Rangel-Castro ]I, Prosser ]I, Balesdent ], Heulin T and Achouak W. 2008. Plant host habi-
tat and root exudates shape soil bacterial community structure. The ISME Journal 2:1221-1230. Disponible en linea:
http://www.abdn.ac.uk/staffpages/uploads/mbi010/ISME%20Journal%2012,%201221-1230_1.pdf

Hardoim PR, Van Overbeek LS, Berg G, Pirttili AM, Compant S, Campisano A, Doring M and Sessitsch A. 2015.
The hidden world within plants: ecological and evolutionary considerations for defining functioning of microbial
endophytes. Microbiology and Molecular Biology Reviews 79:293-320. Disponible en linea: http://mmbr.asm.org/
content/79/3/293.short

Higgins KL, Arnold AE, Miadlikowska ], Sarvate SD and Lutzoni F. 2007. Phylogenetic relationships, host affinity, and
geographic structure of boreal and arctic endophytes from three major plant lineages. Molecular Phylogenetics and
Evolution 42:543-555. https://doi.org/10.1016/j.ympev.2006.07.012

Ikeda CA, Bassani LL, Adamoski D, Stringari D, Cordeiro VK, Glienke C, Steffens MBR, Hungria M and Galli-Terasawa
LV. 2013. Morphological and genetic characterization of endophytic bacteria isolated from roots of different maize
genotypes. Microbial Ecology 65:154-160. DOI: 10.1007/s00248-012-0104-0

Johnston-Monje D and Raizada MN. 2011. Conservation and diversity of seed associated endophytes in Zea across boun-
daries of evolution, ethnography and ecology. PLoS ONE 6: €20396. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0020396

Kasim WA, Osman ME, Omar MN, Abd El-Daim IA, Bejai S and Meijer J. 2013. Control of drought stress in wheat using
plantgrowth- promoting bacteria. Journal of Plant Growth Regulation 32:122-130. Disponible en linea: https://link.
springer.com/article/10.1007/500344-012-9283-7

Kamara YA, Menkir A, Badu-Apraku B and Ibikunle O. 2003. The influence of drought stress on growth, yield and
yield components of selected maize genotypes. Journal of Agricultural Science 141:43-50. https://doi.org/10.1017/
S0021859603003423

Kavamura VN, Santos SN, Silva JL, Parma MM, Avila LA, Visconti A, Zucchi TD, Taketani RG, Andreote FD and Melo
IS. 2013. Screening of Brazilian cacti rhizobacteria for plant growth promotion under drought. Microbiological Re-

search 168:183-191. http://dx.doi.org/10.1016/j.micres.2012.12.002

156



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Kim YC, Glick BR., Bashan Y and Ryu CM. 2012. Enhancement of plant drought tolerance by microbes. In: Aroca R.
(eds) Plant responses to drought stress. Springer, Berlin, Heidelberg. https://doi.org/10.1007/978-3-642-32653-0_15

Li X, Rui ], Maoa Y, Yannarell A and Mackie R. 2014. Dynamics of the bacterial community structure in the rhizosphere
of a maize cultivar. Soil Biology and Biochemistry 68: 392-401. https://doi.org/10.1016/j.s0ilbio.2013.10.017

Liu Y, Zuo S, Zou YY, Wang JH and Song W. 2013. Investigation on diversity and population succession dynamics of
endophytic bacteria from seeds of maize (Zea mays L., Nongdal08) at different growth stages. Annals of Microbiology
63:71-79. Disponible en linea: https://link.springer.com/article/10.1007/s13213-012-0446-3

Mahuku GS. 2004. A simple extraction method suitable for PCR based analysis of plant, fungal and bacterial DNA. Plant
Molecular Biology Reporter 22:71-81. Disponible en linea: https://link.springer.com/article/10.1007%2FBF027733
517LI=true

Marulanda A, Barea JM and Azcon R. 2006. An indigenous drought- tolerant strain of Glomus intraradices associated with
a native bacterium improves water transport and root development in Retama sphaerocarpa. Microbial Ecology 52:670-
678. Disponible en linea: https://link.springer.com/article/10.1007/500248-006-9078-0

Marulanda A, Barea JM and Azcon R. 2009. Stimulation of plant growth and drought tolerance by native microorga-
nisms (AM fungi and bacteria) from dry environments: mechanisms related to bacterial effectiveness. Journal of Plant
Growth Regulation 28:115-124. Disponible en linea: https://link.springer.com/article/10.1007/s00344-009-9079-6

Mclnroy JA and Kloepper JW. 1995. Survey of indigenous bacterial endophytes from cotton and sweet corn. Plant and Soil
173:337-342. Disponible en linea: https://link.springer.com/article/10.1007%2FBF00011472?LI=true

Mehnaz S, Kowalik T, Reynolds B and Lazarovits G. 2010. Growth promoting effects of corn (Zea mays) bacterial isolates
under greenhouse and field conditions. Soil Biology and Biochemistry 42:1848-1856. https://doi.org/10.1016/j.
soilbio.2010.07.003

Montafez A, Blanco RA, Barlocco C, Beracochea M and Sicardi M. 2012. Characterization of cultivable putative endo-
phytic plant growth promoting bacteria associated with maize cultivars (Zea mays L.) and their inoculation effects in
vitro. Applied Soil Ecology 58:21-28. https://doi.org/10.1016/j.aps0il.2012.02.009

Morales Y, Juarez D, Aragdén C, Mascarua M, Bustillos M, Fuentes L, Martinez R and Mufioz J. 2011. Growth response of
maize plantlets inoculated with Enterobacter spp., as a model for alternative agriculture. Revista Argentina de Microbio-
logia 43:287-293. Disponible en linea: http://www.scielo.org.ar/pdf/ram/v43n4/v43n4a09.pdf

Nacamulli C, Bevivino A, Dalmastri C, Tabacchioni S and Chiarini L. 1997. Perturbation of maize rhizosphere microflora
following seed bacterization with Burkholderia cepacia MCI 7. FEMS Microbiology Ecology. 23:183-193. https://doi.
org/10.1111/}.1574-6941.1997.tb00401 x

Naseem H and Bano A. 2014. Role of plant growth-promoting rhizobacteria and their exopolysaccharide in drought tole-
rance in maize. Journal of Plant Interactions. 9:689-701. https://doi.org/10.1080/17429145.2014.902125

Naveed M. Mitter B, Reichenauer TG, Wieczorek K and Sessitsch A. 2014. Increased drought stress resilience of maize
through endophytic colonization by Burkholderia phytofirmans PsJN and Enterobacter sp. FD 17. Environmental and
Experimental Botany 97:30-39. https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2013.09.014

Oliveira ALM, Stoels M, Schmid M, Reis VM, Baldani JI and Hartmann A. 2009. Colonization of sugarcane plant-
lets by mixed inoculations with diazotrophic bacteria. European Journal of Soil Biology 45:106-113. https://doi.
org/10.1016/j.ejsobi.2008.09.004

Pereira P, Ibafez F, Rosenblueth M, Etcheverry M and MartinezRomero E. 2011. Analysis of the bacterial diversity associa-
ted with the roots of maize (Zea mays L.) through culture-dependent and culture-independent methods. International
Scholarly Research Network 2011:1-10. DOI:10.5402/2011/938546

Rai R, Prasanta K, Dash BM, Prasanna AS. 2007. Endophytic bacterial flora in the stem tissue of a tropical maize (Zea mays
L.) genotype: isolation, identification and enumeration. World Journal Microbiology and Biotechnology 23:853-858.
DOI:10.1007/511274-006-9309-z

Rosenblueth M and MartinezRomero E. 2006. Bacterial endophytes and their interaction with hosts. Molecular Plant-Mi-
crobe Interactions 19:827-837. Disponible en linea: http://apsjournals.apsnet.org/doi/pdf/10.1094/MPMI-19-0827

157



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Roumiansteva ML and Muntyan VS. 2015. Root nodule bacteria Sinorhizobium meliloti: Tolerance to salinity and bacterial
genetic determinants. Microbiology 84:303-318. DOI: 10.1134,/S0026261715030170

Saravanakumar D, Kavino M, Raguchander T, Subbian P and Samiyappan R. 2011. Plant growth promoting bacteria
enhance water stress resistance in green gram plants. Acta Physiology Plant 33:203-209. Disponible en linea: https://
link.springer.com/content/pdf/10.1007%2Fs11738-010-0539-1.pdf

Shehata HR, Lyons EM, Jordan KS and Raizada MN. 2016. Bacterial endophytes from wild and ancient maize are able
to suppress the fungal pathogen Sclerotinia homoeocarpa. Journal of Applied Microbiology 120:756-769. Disponible en
linea: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/jam.13050/epdf

Somers E, Vanderleyden ] and Srinivasan M. 2004. Rhizosphere bacterial signalling: A love parade beneath our feet. Cri-
tical Reviews in Microbiology: 30:205-240. DOI: 10.1080,/10408410490468786

Timmusk S, Islam A, Abd El D, Lucian C, Tanilas T and Kannaste A, Behers L, Nevo E, Seisenbaeva G, Stenstrd E and
Niinemets U. 2014. Droughttolerance of wheat improved by rhizosphere bacteria from harsh environments: Enhan-
ced biomass production and reduced emissions of stress volatiles. PLoS One 9:1-13. https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0096086

Toledo I, Lloret L and Martinez-Romero E. 2003. Sinorhizobium americanum sp. nov., a new Sinorhizobium species nodula-
ting native Acacia spp. in Mexico. Systematic and Applied Microbiology 26:54-64. Disponible en linea: http://www.
sciencedirect.com/science/article/pii/S0723202004701599

Wang E, Tan ZY, Willems A, Ferndndez-Lépez M, Reinhold-Hurek B and MartinezzRomero E. 2002. Sinorhizobium morelen-
se sp. nov., a Leucaena leucocephala-associated bacterium that is highly resistant to multiple antibiotics. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 52:1687-1693. http://dx.doi.org/10.1099,/00207713-52-5-1687

Wilkinson S and Davies WJ. 2010. Drought, ozone, ABA and ethylene: new insights from cell to plant to communi-
ty. Plant, Cell & Environment 33:510-525. Disponible en linea: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/§.1365-
3040.2009.02052.x/full

Whitehead AN, Barnard LMA, Slater H, Natalie JL, Simpson G and Salmond PC .2001. Quorum-sensing in Gram-
negative bacteria. FEMS Microbiology Reviews 25:365-404. https://doi.org/10.1111/j.1574-6976.2001.tb00583.x

Yang ], Kloepper JW and Ryu C. 2009. Rhizosphere bacteria help plants tolerate abiotic stress. Trends in Plant Science
14:1-4. https://doi.org/10.1016/j.tplants.2008.10.004

Yasmin H, Bano A and Samiullah A. 2013. Screening of PGPR isolates from semi-arid region and their implication to alle-
viate drought stress. Pakistan Journal Botany 45: 51-58. Disponible en linea: https://www.scopus.com/record/display.
uri’eid=2-s2.0-84873424619&origin=inward& txGid=f67ad4b109d3d368731a8b22a1f14cfa

Zhang H, Kim MS, Krishnamachari V, Payton P, Sun Y, Grimson M, Farag MA, Ryu CM, Allen R, Melo IS and Pare PW.
2007. Rhizobacterial volatile emissions regulate auxin homeostasis and cell expansion in Arabidopsis. Planta 226:839-

851. Disponible linea: https://link.springer.com/content/pdf/10.1007%2Fs00425-007-0530-2.pdf

158



Capitulo 2

Epidemiologia de
las enfermedades



2 1 Escala Diagramatica de Severidad para
® % ® el Complejo Mancha de Asfalto de Maiz
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56230, México. Correspondencia: (lervin.hernandez@colpos.mx).

Resumen

El complejo mancha de asfalto del maiz, inducido por los hongos Phyllachora
maydis y Monographella maydis, es una enfermedad de importancia econdémica
en México, debido a que provoca severas pérdidas en rendimiento. Dada su
importancia se requieren métodos estandarizados de cuantificacion de los da-
flos ocasionados por la enfermedad, que permitan realizar estudios epidemio-
logicos reproducibles; con este proposito fue elaborada una escala logaritmica
de severidad con los intervalos y punto medio de cada clase de 0(0-0), 3(1-6),
12(7-22), 38(23-55), 72(56-84), 91(85-95) y 98(96-100) % de area foliar afec-
tada, analizindose su exactitud, precision y reproducibilidad. La evaluacion
considero a diez evaluadores y 50 plantas con distintos niveles de severidad,
determinadas con el Software ImageTool 3.0. La precision y exactitud se calcu-
16 mediante un andlisis de regresion lineal, entre la severidad real y estimada.
Todos los evaluadores mostraron una tendencia a sobreestimar la enfermedad;
y registraron valores del coeficiente b, estadisticamente igual a 1 (P<0.01), por
lo que la evaluacion del CMA con la escala propuesta arroja resultados cerca-
nos a los valores reales. Se observaron buenos niveles de precision, la 1? estuvo
comprendida entre el rango 0.71 a 0.91; indicando que la escala puede ser

implementada exitosamente en la evaluacion de los dafos de la enfermedad.
Palabras clave: Phyllachora maydis, Monographella maydis, Zea mays.

Ei Complejo Mancha de Asfalto (CMA), asociado a los hongos Phyllachora
maydis Maubl. y Monographella maydis Miiller & Samuels, es una enfermedad

que se ha convertido en el principal factor limitante en la produccion de

maiz (Zea mays L.) en diversas zonas del tropico humedo, subhimedo y zonas
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de transicion (Hock et al., 1989), en distintas regiones de México y Centro-
américa. La incidencia del CMA provoca pérdidas severas en rendimiento y
deteriora la calidad del forraje, ademas, tiene el potencial para destruir las
parcelas en su totalidad (Pereyda et al., 2009). En México, la enfermedad se
considera potencialmente importante en unas 800 mil hectareas distribuidas

en los Estados de Michoacan, Puebla, Veracruz, Guerrero, Oaxaca y Chiapas

(Gomez et al., 2013).

A nivel de campo, se ha observado que siempre el maiz es primeramente
infectado por P. maydis, produciendo pequenias manchas negras en forma de
costras carbonosas sobresalientes, que por su aspecto se les denomina man-
chas de asfalto (Hock et al., 1989). Posteriormente se forma un halo necrotico
alrededor de cada una de las lesiones de P. maydis debidas a la infeccion
secundaria de M. maydis, dando origen al denominado sintoma ojo de
pescado (Hock et al., 1992). De todos los organismos asociados M. ma-
ydis, el causante de la necrosis foliar, tienen el efecto mas devastador; bajo
condiciones favorables el follaje de la planta puede secarse completamente en
menos de ocho dias debido a la fusiéon de las lesiones de los dos organismos

patogénicos y a la posible produccion de una toxina (Hock et al. 1995).

Dada la creciente importancia del CMA, se requieren de métodos estanda-
rizados de cuantificacion de la enfermedad que permitan realizar estudios epi-
demiolégicos reproducibles, exactos y precisos; entendiendo como exactitud
a la proximidad que tiene un valor estimado con el valor real, precision como
la variacion o repetitividad asociadas con una estimacion; y reproducibilidad
a la ausencia de variacion en las estimaciones cuando diversos evaluadores

cuantifican la misma caracteristica (Nascimiento et al., 2005).

Dentro de los métodos para medir la intensidad de una enfermedad el uso
de escalas logaritmicas diagramaticas es el mas ampliamente utilizado. Estas
escalas consisten en la representacion ilustrada de una serie de plantas o par-
tes de plantas mostrando los sintomas de una enfermedad en diferentes gra-
dos de severidad (Nascimiento et al., 2005) y estan basadas en el principio de
Weber-Fechner que establece que la agudeza visual del daio es proporcional al
logaritmo del estimulo hasta en un 50% de severidad y a partir de este valor,
la relacion es inversamente proporcional al logaritmo del estimulo ocasionado

por la cantidad de tejido sano restante (Mora et al., 2000).
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A pesar de la creciente importancia del complejo mancha de asfalto del
maiz y la consecuente necesidad de llevar a cabo estudios epidemioldgicos o
de control, no se tiene la existencia de un método estandarizado de cuantifica-
cion de la enfermedad que provea de resultados facilmente reproducibles en-
tre investigadores o instituciones, por lo que el objetivo de esta investigacion
fue disenar y validar una escala logaritmica diagramatica de severidad para el
patosistema maiz - Phyllachora maydis y Monographella maydis que permita la
evaluacion de los dafos de la enfermedad en campo, analizando los valores de

exactitud, precision y reproducibilidad generados con su utilizacion.

Disefio de la escala logaritmica diagramatica. Se emple6 la metodologia pro-
puesta por Mora et al. (2000), incluyendo 50 hojas con un amplio rango de
severidad, provenientes de diferentes hibridos con una base genética distinta,
lo que permitié que quedaran representados los distintos niveles de severidad.
La documentacion fotografica fue obtenida en las parcelas de la estacién expe-
rimental Agua Fria CIMMYT, Puebla y en comunidades de Chilpancingo en
Guerrero, durante 2013. Mediante el software Image Tool 3.0 se determino el
4rea total foliar y el area total enferma de cada imagen digitalizada; la propor-
cion de tejido sano y enfermo permitio calcular el porcentaje de severidad de
la enfermedad. La escala logaritmica se generé mediante el programa 2-Log
V1.0 propuesto por Mora et al. (2000).

Validacion de la escala diagramatica. Se utilizd una secuencia de 50 fotogra-
fias de hojas y plantas de maiz con diversos niveles de severidad del CMA,
determindndose previamente el area afectada de cada una de ellas. La severi-
dad de cada imagen fue evaluada con ayuda de la escala por diez evaluadores,
cinco de ellos con experiencia en la cuantificacion de la severidad de enferme-
dades y cinco sin experiencia directa en el ambito fitopatologico. La exactitud
y precision de cada evaluador fue determinada por medio de un andlisis de

regresion lineal simple tal como lo describen Nutter et al. (1991).

La exactitud de cada evaluador fue determinada mediante la prueba T apli-
cada al intercepto de la regresion lineal (b)), para verificar la hipotesis H ;
b,=0; y con el coeficiente de la pendiente de la recta (b ) para estimar si fue
diferente de 1 (H: b,=1), con P<0.01. La precision de los ensayos fue estimada
con el coeficiente de determinacion (r?) de la misma regresion lineal y por la
varianza absoluta del error. El analisis de regresion lineal simple fue realizado
mediante el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS 9.0.
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A nivel de campo el valor maximo de severidad del CMA observado fue de
100%, causando senescencia y muerte prematura de toda la planta; en con-
traste, el limite inferior resultd con 0 % de severidad. Considerando ambos
limites, la escala logaritmica diagramatica de severidad estuvo constituida por
siete clases, representadas por los intervalos de 0(0-0), 3(1-6), 12(7-22), 38(23-
55), 72(56-84), 91(85-95) y 98(96-100) % de area foliar necrosada (Figura 1).

Clase 0 Clase 1 Clase 2 Clase 3
Sev. 0 % Sev. 1-6 % Sev. 7-22 % Sev. 23-55 %
Clase 4 Clase 5 Clase 6
Sev. 56-84 % Sev. 85-95 % Sev. 96-100 %

Figura 1. Escala diagramatica de severidad para el Complejo Mancha de Asfalto del Maiz.

La exactitud, representada por el grado de proximidad de los valores esti-
mados a los valores reales (Nutter et al. 1991), medida por el intercepto by el
coeficiente b, del modelo lineal, fue mayor para los evaluadores con experien-
cia en la cuantificacion de enfermedades (Cuadro 1). Los valores del intercep-
to b, fueron mas cercanos a cero para el primer grupo. El valor del intercepto
b, fue positivo en casi todos los casos, lo que indica que hay una tendencia
hacia sobreestimar la severidad de la enfermedad; esta tendencia fue mayor en
los evaluadores sin experiencia. En base a la hipotesis de nulidad (a=0 o b=1),
el coeficiente b, fue estadisticamente igual a 1 (P<0.01) para la mayoria de
los evaluadores, indicando que la evaluacion del CMA arroja resultados cer-

canos a los valores reales, ain cuando existe la tendencia hacia sobreestimar
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Cuadro 1. Estimacién de los pardmetros de intercepcion (b,), pendiente (b,) y coefi-
ciente de determinacién (r?) del analisis de regresion lineal simple calculado
entre la severidad real y estimada del CMA, realizada por 10 evaluadores
con y sin experiencia en la cuantificacién de enfermedades.

Con Experiencia Sin Experiencia

Evaluador Evaluador
. b, r’ b, b, r’
1 2.52 1.01 0.91 6 12.53** 1.01 0.70
2 2.63 0.96 0.81 7 12.14** 0.97 0.80
3 0.09 0.99 0.83 8 5.10* 0.93 0.72
4 3.79 .04 092 9 -5.73* 0.94 0.72
5 2.25 095 0.85 10 20.91** 0.89* 0.65
Media 2.26 0.99 0.87 Media 8.99 0.95 0.72

*, *% Situacion donde el valor del intercepto de la recta (b,) o el coeficiente de la pen-
diente (b,) fueron estadisticamente diferentes de O y 1 respectivamente; basado en la
prueba de T con @=0.05y 0.01, respectivamente.

los mismos; Nascimiento et al. (2005) sefialan que una sobreestimacion en la
mayoria de los evaluadores indica la presencia de desvios positivos constantes

para todos los niveles de severidad de la enfermedad.

De acuerdo a Sherwood et al., (1983) las hojas con severidades similares
pero con un nimero diferente de lesiones generan una tendencia a sobreesti-
mar la enfermedad, principalmente cuando el namero de lesiones es muy alto
y su tamano pequeno, tal es el caso de CMA, donde el tipico sintoma denomi-
nado “ojo de pescado” se presenta en un gran numero de lesiones. La sobre-
estimacion de los niveles de severidad utilizando escalas logaritmicas ha sido
comun en varios patosistemas, asi lo han reportado entre otros, Barbosa et al.,
(2006) para Puccinia horiana; y Aquino et al., (2008) para Ramularia gossypii.

La precision (repetitividad o variacion asociada con una estimacion), esti-
mada por el coeficiente de determinacion (r?) y por la varianza de los errores
absolutos (Nutter et al., 1991) fue mucho mayor en aquellos evaluadores con
experiencia, fluctuando en el rango de 0.81 a 0.92 (Figura 2). Los niveles de
precision observada indican que el primer contacto con la escala es adecuado
para ser implementada exitosamente en la evaluacion del CMA. Al respecto,
Michereff et al., (2006) determinaron valores de precision adecuados en una
primera evaluacién con el uso de escalas; en contraparte, Tovar et al., (2002)
tuvieron que familiarizar a los evaluadores para incrementar los valores de

precision y exactitud.
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Figura 2. Errores absolutos (severidad real - severidad estimada) de las evaluaciones del CMA con el uso de la escala logaritmi-
ca; en la parte superior los evaluadores con experiencia en la cuantificacion de enfermedades, en la parte inferior

los evaluadores sin experiencia.

Los valores de precision observados en los evaluadores sin experiencia son
aceptables; un entrenamiento previo podria tener una influencia positiva en
la calidad de las evaluaciones. Esto ha sido demostrado para otros patosiste-
mas: Barbosa et al. (2006) y Aquino et al., (2008) elevaron considerablemente

la exactitud y precision de las estimaciones de evaluadores sin experiencia lue-

go de entrenamientos previos; los mismos autores sefialan que no hubo una

mejora significativa para aquellos evaluadores experimentados.

La reproducibilidad de la escala fue alta, dado que diferentes evaluadores,
utilizando una misma escala en la evaluacion del material, estimaron porcen-
tajes similares de severidad. La regresion lineal de las severidades estimadas
por los evaluadores produjo coeficientes de determinacion que variaron en el
rango de 65 a 91 (Cuadro 1). Por lo tanto, el uso de la escala diagramatica para
la evaluacién del CMA produce una alta concordancia con los valores reales

de severidad, reflejado en una alta precision entre los evaluadores.
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Hock et al., (1992) desarrollaron una escala basada también en el principio
logaritmico para la evaluacion en campo de la severidad del CMA, sin embar-
go, los valores de precision obtenidos no resultaron adecuados, esto debido
al complicado sistema de cuantificaciéon y al numero elevado de clases con el
cual fue desarrollada; ademas consideraba de manera separada los sintomas
producidos por ambos agentes infecciosos. En este estudio se consideraron
conjuntamente los sintomas de P. maydis y M. maydis dando como consecuen-

cia que el evaluador se fije de manera conjunta en los sintomas de la enfer-

medad.

Finalmente, el uso de sistemas estandarizados para la cuantificacion de
enfermedades en maiz, y en cualquier otro cultivo, resulta ser una poderosa
herramienta dado que permite la perfecta comparacién de experimentos lleva-
dos a cabo por diferentes instituciones e investigadores. La escala logaritmica
diagramatica para el CMA propuesta en este estudio representa un método
estandarizado de cuantificacion de la enfermedad que ayudara a obtener re-
sultados ficilmente reproducibles, ya que provee de altos niveles de exactitud
y precision entre diversos evaluadores, por lo que puede ser utilizada como

material de apoyo para estudios de diversa indole relacionados con la cuanti-

ficacion de la severidad del CMA.
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Resumen

Recientemente, se ha observado un incremento en la presencia de una posible
nueva enfermedad en plantas de maiz que genera prolificidad de mazorcas que
los agricultores denominan “mano de chango”. Estos sintomas se han obser-
vado en dreas tropicales, subtropicales y del altiplano de México. Observacio-
nes iniciales, en los afnos 1960s, indicaron, sin pruebas, que esta enfermedad
era causada por hongos, insectos, o deficiencias nutricionales con incidencia
de hasta 100% y pérdidas en produccion de grano. Este es el primer trabajo
en que se evalua la incidencia de la enfermedad en 21 hibridos comerciales en
el Valle de Toluca, México, un hibrido comercial y una variedad nativa de po-
linizacion libre en el Valle del Mezquital, Hidalgo, y seis variedades mejoradas
de polinizacién libre en Montecillo, Texcoco, México. La mayor incidencia y
pérdidas en rendimiento de grano por la enfermedad se observo en los geno-
tipos Aspros HCS8 y la variedad nativa “Hidalgo”, en el Valle del Mezquital,
Hidalgo, en donde la presencia de sintomas de la enfermedad mostré una
considerable reduccion en rendimiento. Es necesario continuar estudios para
investigar su etiologia y generar informacion para seleccion de resistencia ge-

nética a esta posible nueva enfermedad.

Palabras clave: Mano de chango, fitoplasmas, enfermedades de maiz.

El maiz es uno de los tres principales cereales cultivados, debido a sus cuali-

dades alimenticias para humanos, animales y uso industrial. En México, tiene
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alta importancia econémica, social y cultural (SAGARPA, 2017). Sin embar-
go, este cultivo es afectado por diversos problemas fitosanitarios que disminu-
yen considerablemente su produccion, entre los que destacan especialmente
las enfermedades de origen fungoso (CIMMYT, 2005). En los ultimos afios,
un grupo de fitopatégenos de la clase Mollicutes, entre los que se incluyen
los espiroplasmas y fitoplasmas, originalmente considerados como un grupo

secundario, han cobrado importancia en diversos cultivos, incluyendo el maiz

(Galvao et al., 2020).

El término de achaparramiento (corn stunt) lo utiliz6 por primera vez
Kunkel (Kunkel, 1946) quien atribuyo la sintomatologia a un virus como
agente causal. Doi et al. (1967) describio a este grupo como microorganismos
parecidos a micoplasmas animales, con sensibilidad a tetraciclina, a los cuales
se les llam¢ inicialmente organismos parecidos a micoplasmas (MLO) (CIPF,
2016). Davis (1973), en observaciones en microscopio de contraste de fases,
observé y reporté filamentos helicoidales que asocié como agente causal de
la enfermedad del achaparramiento y denominé “corn stunt spiroplasma”.
Ademas, como resultado de observaciones realizadas en México en maiz con
sintomas de achaparramiento, Davis (1974) publico la posibilidad de que las
chicharritas fueran vectoras del agente causal del achaparramiento, asi como
de otro organismo no mévil que causaba otra enfermedad en maiz. La presen-
cia de un organismo adicional al espiroplasma en los vectores, fue confirmado
por Bascopé (1977) y mas tarde por Nault (1980), al observar estructuras tipo
micoplasmas en células del floema de plantas infectadas asociadas al acha-
parramiento del maiz en el insecto Dalbulus (Moya y Nault, 1998). La nueva
enfermedad reportada por estos autores se denominé enanismo arbustivo del
maiz o “Maize Bushy Stunt Disease” (MBSD). Estas investigaciones demos-
traron que el “Corn Stunt Disease” (CSS) y el MBSD eran enfermedades
diferentes transmitidas por insectos del género Dalbulus. Fue hasta la ultima
década de siglo XX que, mediante pruebas moleculares basadas en el analisis
del ARN ribosomal 168, se establecié la filogenética de los fitoplasmas como
miembros de la clase Mollicutes (Lee et al., 1998).

Entre las enfermedades del maiz causadas por Mollicutes, Costa et al. (2019)
mencionan al achaparramiento del maiz causado por Spiroplasma kunkelii y al
enanismo arbustivo del maiz, esta ultima, segun Pérez-Lopez et al. (2018), de-
tectada, sin base, por primera vez en México en 1955. Ambas enfermedades

son transmitidas por varias especies de homopteros, siendo la principal la chi-
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charrita del maiz (Dalbulus maidis), un insecto presente en localidades del sur
de México, considerado el centro de origen del género Dalbulus (Nault, 1980;
Tsai y Miller, 1995; Casuso, 2017). Fue en 1994 que el Comité de Taxonomia
de los Mollicutes, de la Organizacion Internacional de la Micoplasmologia

(IOM por sus siglas en inglés), establecid el nombre actual de fitoplasmas

(Kirkpatrick, 1994).

Los sintomas del MBSD en maiz incluyen la formacion de largas ramas
laterales, disminucion en el desarrollo de mazorca y proliferacion de mazorcas
en el mismo raquis con aparicion de bracteas a menudo torcidas con bordes
rasgados mostrando clorosis y enrojecimiento (Pecher et al., 2013) (Figura 1),
llegando a producir la mazorca sin matar a la planta. Alcantara-Mendoza et

al. (2010) sefialan que la enfermedad “mano de chango” del maiz no es un

Figura 1. Sintomas de la enfermedad mano de chango asociados a fitoplasmas en mazorcas de matz.

sintoma asociado al MBSD quienes describe que esta enfermedad si causa
la muerte a la planta. La descripcion de sintomas indica una confusion y
desconocimiento en la separacion del achaparramiento, del MBSD vy de la
mano de chango. Esta ultima enfermedad fue inicialmente reportada inicial-

mente como “Manita” por Cruz (1991) y posteriormente por Aguilar y Molina

(1996).
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La enfermedad de “mano de chango” se ha vuelto destructiva, causando
pérdidas variables en la produccion, reportandose, en la zona del Mezquital,
Hidalgo, México, con pérdidas de 35% (Ortega, 2021. Comunicacion perso-
nal) hasta pérdidas de 35 al 93% dependiendo de la poblacién de insectos
vectores (Gonzalez et al., 2018).

Para su manejo, se han estudiado diversas estrategias culturales, incluyendo
las fechas de siembra, eliminacion de restos de cultivo, tratamientos a semilla
y control del vector, las cuales han mostrado baja eficiencia para controlar la
enfermedad del enanismo arbustivo, por lo que actualmente se reconoce que
el uso de germoplasma resistente es la principal alternativa para reducir los
danos y la incidencia causada por el fitoplasma, aunque hay pocos estudios re-
lacionados con la identificacion de fuentes de resistencia y de control genético

(Costa et al., 2019), uno de los objetivos del presente estudio.

Localidades de evaluacién. La incidencia y efecto de la “mano de chango”
se evaluo en hibridos comerciales y variedades de polinizacion libre de maiz
en tres localidades. En el Campo Experimental de la Universidad Auténoma
del Estado de México (UAEM) en Cerrillo, Piedras Blancas, Toluca, Edo. de
México (19° 27 56” N, 99° 39 20” O, 2667 msnm) se evaluaron 21 hibridos
comerciales en un disefio de bloques al azar con tres repeticiones. Cada par-
cela se constituyo de dos surcos de 3 m de largo, 80 cm entre surcos y 22 cm
entre plantas, para un total de 28 plantas por parcela. En el Centro de Innova-
cion Tecnologica Cinta Larga, en Mixquiahuala, Hidalgo (20° 13 52” N, 99°
127 47” O, 2100 msnm) se establecieron un hibrido comercial (Aspros HCS)
y la variedad nativa de polinizacién libre “Hidalgo”, que se sembraron en 20
surcos de 50 m de largo, a 80 cm entre surcos y 25 cm entre plantas, para
una densidad de 85 000 plantas ha'. En el Campo Experimental del Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillo (19° 28’ 26” Ny 98° 53’ 18” O, 2250
msnm) en Texcoco, Edo. de México, se valoré la incidencia de la enfermedad
en seis variedades mejoradas de polinizacion libre, sembradas cada una en
12 surcos de 100 m de largo, 80 cm entre surcos y 22 cm entre plantas. En
el Campo Experimental de la Universidad Auténoma del Estado de México,
la incidencia se evalud en la cosecha. En las tres localidades, los cultivos se
llevaron siguiendo un esquema convencional de produccion agricola y no se

realizd control de insectos ni de malezas.
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Evaluacion de incidencia y dafio. Para la variable incidencia en el germoplas-
ma en la localidad de la UAEM, aproximadamente un mes antes de cosecha,
se colectaron las mazorcas con sintomas de la enfermedad. En el lote experi-
mental localizado en Mixquiahuala, Hidalgo, se contabilizaron 600 plantas en
quince surcos del hibrido comercial Aspros HC8 y de la misma manera con la
variedad nativa de polinizacién libre “Hidalgo”, en los que se contabilizaron
600 plantas incluyendo aquellas con presencia de sintomas de la enfermedad.
En el Campus Montecillo, del Colegio de Postgraduados, en las cinco varieda-
des mejoradas de polinizacion libre sembradas, se contabilizaron 400 plantas
por variedad en estado cercano a madurez, revisandolas individualmente bus-
cando sintomas caracteristicos de proliferacion de mazorcas para determinar
la incidencia de la enfermedad. Entre estas plantas, las que presentaban sinto-
mas de la enfermedad se aparearon con plantas sin sintomas inmediatamente
anexas para posteriormente determinar el efecto en rendimiento de grano.
Las plantas asi apareadas se colectaron en pares para pesarlas, desgranarlas y
registrar el porcentaje de humedad en grano fresco con un medidor de hume-
dad Dicky John miniGAC plus® y ajustando su humedad a 14%. El peso del
grano de mazorcas producidas por las plantas con sintomas de la enferme-
dad y el de las plantas vecinas sanas fueron analizados usando un disefio de
parcelas apareadas, comparando estadisticamente las medias de incidencia de
la enfermedad y el de grano en pares de mazorcas transformadas realizando la
prueba de normalidad Shapiro-Wilk de los datos con [=0.05 para la transfor-
macion arco seno de la incidencia (0.077) por lo que los residuos tienen una
distribucion normal con lo que se justifica su analisis. Las medias obtenidas se
separaron mediante la prueba de Tukey al 5% de significancia con el paquete
de analisis SAS version 9.0.

Los 21 hibridos evaluados en la UAEM mostraron muy baja incidencia de
la enfermedad con mal desarrollo de las mazorcas y grano, por lo que se elimi-

no el ensayo de esta localidad.

En la localidad de Mixquiahuala, el hibrido comercial y la variedad na-
tiva “Hidalgo”, asi como, las seis variedades de polinizacion libre evaluadas
en Montecillo, Texcoco (Cuadro 1) analizadas en conjunto, mostraron que
el germoplasma evaluado en Montecillo mostré menores incidencias que en
los materiales evaluados en Mixquiahuala. Las diferencias en incidencia entre
materiales sembrados en Mixquiahuala y Montecillo fueron significativas, es-

pecialmente entre las variedades de origen MO19 (Montecillo 2019) con 5.5,
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Cuadro 1. Incidencia de la enfermedad “mano de chango” y su efecto en el rendimiento de grano de hibridos y variedades de maiz
evaluados en Mixquiahuala, Hidalgo y Montecillo, México, 2020.

Germoplasma Media Incidencia Incidencia Grano de mazorcas Grano c}e dl.)is'minuzic')n
evaluado (%) (A[‘CO seno) sanas (g) mazorcas entermas rendimiento de gran()
© (%)

Aspros HC8 (Hidalgo) 17.5 0.427 a* 128.24 62.75** 44.65 a*
Criollo Hidalgo 13.5 0.375 ab 169.61 73.25 ** 4213 a
MO19: CP Elvia 3 e
TSR# Beo (Colpos) 5.5 0.225 be 148.33 76.80 46.86 a
?éSlL%S)CP‘V‘“Ol Beo 52 0.217 be 156.45 111.04 * 13344
?égé%s)ls# Beo 3.5 0.185 ¢ 133.84 114.88 NS 86.76 a
MO19: CP Hilda 2 1.0 0.068 ¢ 111.00 12.25 ** 20.77 a
Amar. (Colpos)
z‘éco)l;%s)”# Amar. 0.7 0.065 ¢ 110.66 99.00 NS 69.75 a
MOI9:19+2# Beo 0.7 0.065 ¢ 104.00 51.00 ** 48254
(Colpos)

DMS: 0.176 DMS: 77.45

CV (%): 73.5 CV(%): 60.4

*Medias con la misma letra dentro de cada columna son iguales estadisticamente (Tukey, P<0.05).
*; Significativo P=0.05. **: Altamente significativo P=0.01. NS: no significativo.

5.2, 3.5, 1.0, 0.75 y 0.75% contra el hibrido Aspros HC8 y el criollo “Hidal-
go”, con 17 y 13%, respectivamente. En el ensayo establecido y evaluado en el
Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados, el analisis de rendimiento
de grano aplicando el analisis de parcelas apareadas, mostré una pérdida signi-
ficativa en produccion de grano por mazorca en todas las variedades, las cuales
disminuyeron su rendimiento desde el 86% en MO19:15# Bco (Colpos) hasta
el 20% en MO19: CP Hilda 2 Amar (Colpos).

Se presenta informacion preliminar de la presencia y efecto en rendimien-
to de plantas con sintomas de la enfermedad mano de chango en condiciones
subtropicales (Mezquital, Hidalgo), y del Altiplano de México (Montecillos,
Estado de México), pero debe determinarse su efecto en el rendimiento de
grano en un mayor numero de localidades, incluyendo condiciones de tropico
humedo, en donde, productores de maiz indican que han observado sintomas
parecidos a los descritos. Esta informacion, la confirman los reportes de Al-
cantara-Mendoza et al. (2010) y Costa et al. (2019) en investigaciones realizadas

en regiones tropicales de México y Brasil, respectivamente.
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Se encontraron sintomas de “mano de chango” y pérdida de rendimiento
de grano en el germoplasma de maiz evaluado, con mayor incidencia y pérdi-
da de grano en el hibrido Aspros HC8 y el criollo “Hidalgo” en la localidad de
Mixquiahuala, Hidalgo. Las plantas afectadas por la enfermedad disminuyen
su produccion de grano en forma significativa. Se deben continuar trabajos de
investigacién para determinar la etiologia de la enfermedad y evaluar mayor
cantidad de variantes en germoplasma de maiz, para identificar y seleccionar

posibles fuentes de resistencia a la enfermedad.
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Resumen

El objetivo de esta investigacion, fue determinar la incidencia y distribucion
de la enfermedad mano de chango en maiz en nueve estados de la Repu-
blica Mexicana (Tlaxcala, Puebla, Edo. de México, Hidalgo, Veracruz, More-
los, Oaxaca, Chiapas y Jalisco). Los sitios de evaluacion se georreferenciaron,
se estimo la incidencia y se realizd una encuesta con los productores para
determinar la identidad del germoplasma utilizado. La mano de chango se
encontro afectando plantas de maiz en localidades de los estados de Puebla
con incidencia de 24%, Hidalgo (17.05%), Morelos (11.7%), Chiapas (7.28%),
Tlaxcala (7.0%), Oaxaca (6.5%), Veracruz (6.3%), Edo. de México (6.2%), y Ja-
lisco (3.0%). Los datos mostraron una correlacion baja, pero positiva (r=0.30)
entre la altitud y la incidencia. Observaciones indicaron que el germoplasma

nativo es mas susceptible a la enfermedad que el mejorado.

Palabras clave: Proliferaciéon de mazorcas, enfermedades de maiz, “bouquet

»
ears .

Desde 1997, el cultivo de maiz ocupa el primer lugar en la superficie y pro-
duccién a nivel mundial (CIMMYT, 2019). En 2021, en México se sembra-
ron 8.5 M ha y su consumo per cdpita fue de 297 kg. Pese a la importancia
nacional, se tiene una media de produccién nacional de 3.47 t ha', inferior
al promedio mundial de 5.38 t ha' y muy abajo del de Estados Unidos de
Norteamérica con una media de 10.96 t ha! (CIMMYT, 2019). México es uno

de los grandes importadores del cereal, puesto que en los 80s se importaban
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3 Mt de maiz, ésta cantidad se incrementé a 5 Mt en el 2000 (Reyes-Santiago
et al., 2022). Fue en 2018 cuando se registraron compras historicas mayores
a 17 M t (CEDRSSA, 2019) que se ha mantenido en mas de 16 M t en 2020
(SIAVI, 2021), representando en 2021 mas de $5000 M USD involucrados en
compras maiz blanco y amarillo (GCMA, 2022).

Dentro del complejo de enfermedades del maiz, existe un sintoma de pro-
ducciéon multiple de jilotes (Bonnet, 1966), denominada como MESS (“Mul-
tiple Ears on Same Shank”) (Nielsen, 1999), o “Bouquet ears” (Nielsen, 2014),
de la que existen pocos reportes debido a los bajos niveles de incidencia e
importancia que se presentaron en los ultimos afos (Ortez et al., 2022) y

cuya etiologia no ha sido determinada (Elmore y Abendroth, 2006; Ciampitti,
2014; Thomison y Geyer, 2015; Moghadam et al., 2022).

En México, en 1991, se documentd un sintoma en plantas de maiz que
desarrollaban mazorcas multiples a partir de la principal, a la que Cruz (1991)
llam¢ “manita del maiz”, y Hernandez (1993) descartdé como enfermedad
importante. Aguilar y Molina (1996), determinaron una correlacion entre el
uso de semillas procedentes de plantas sintomdticas con la incidencia de este
problema y descartaron que la aplicacién de fungicidas redujera los sintomas.
En 2010, en un estudio realizado en Veracruz, México, se reporto el sintoma
de produccion multiple de jilotes asociado al fitoplasma “maize bushy stunt”
(Alcantara-Mendoza et al., 2010). Marquez-Diego et al. (2021) indicaron que
los productores conocen a este problema como “mano de chango” (Figura
1) y determinaron que plantas con éste sintoma tienen una disminucion de
rendimiento de grano entre 20 y 86%, dependiendo del material genético
utilizado. Singh y Pooja (2008) también sostienen que la incidencia es depen-
diente del material genético. Ortez et al. (2022) encontraron que plantas con
sintomas presentan pérdidas de grano que varian de 30 a 90%. El objetivo
del presente trabajo fue determinar la incidencia y distribucion de plantas de
maiz con sintoma de mano de chango en diferentes altitudes y germoplasma

sembrado por los agricultores.

El estudio se realizo en nueve estados de la Republica Mexicana, incluyen-
do Tlaxcala, Puebla, Edo. de México, Hidalgo, Veracruz, Morelos, Oaxaca,
Chiapas vy Jalisco, durante la época otofio - invierno 2021. Se seleccionaron
parcelas comerciales de maiz en etapa R1 (Ritchie et al., 1986) o posterior.

Se hicieron entrevistas a los productores para conocer el germoplasma que
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Figura 1. Sintoma asociado a ‘mano de
chango’ en jilote de maiz.

habian utilizado. En cada localidad se determinaron las coordenadas geografi-
cas, metros sobre el nivel del mar (msnm), material genético e incidencia del
sintoma mano de chango en 100 plantas en cada uno de cuatro surcos en la
parte central de la parcela. Para estimar la incidencia por parcela se utilizaron
las cuatro repeticiones de 100 plantas en cada una de las parcelas usando la

formula:
I (%)= n/N *100

Donde: I=incidencia, n= cantidad de plantas con sintomas, N= total de plan-

tas evaluadas.

La incidencia de la enfermedad se asocio con la altitud (msnm) mediante
la prueba de covarianza y correlacion. La incidencia en las variedades nativas
se comparé con las variedades mejoradas. Las diferencias entre las entidades
federativas muestreadas se compararon mediante la prueba de Kruskal-Wallis

debido a la anormalidad de los datos.
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Singh y Pooja (2010), en estudios realizados en India, indican que la en-
fermedad “bouquet ears” ha incrementado tanto en distribucién como en
incidencia. Esta informacion coincide con reportes de agricultores sobre una
importante disminucion de rendimiento asociado a la enfermedad. En Méxi-
co, reportes iniciales la colocaban como un sintoma de poca importancia eco-
nomica (Cruz, 1991; Hernandez, 1993; Aguilar y Molina, 1996). Sin embargo,
Mairquez et al. (2021) documentaron pérdidas en la region del Mezquital, en
Hidalgo, de hasta 86% en plantas con sintomas que variaban de acuerdo al
material genético. Datos colectados en el presente estudio muestran un com-
portamiento similar (Cuadro 1). Se observo que, en 72 de las 74 localidades
muestreadas del pais, la incidencia de sintomas indicé que la mano de chango se
encuentra distribuida en todos los estados muestreados. Solamente el hibrido
Aspros Gladiador y la variedad nativa en Tlaxcala y Ciudad Mendoza, Vera-

cruz, respectivamente, no mostraron sintomas de la deformacién.

Elmore y Abendroth (2006), Alcantara-Mendoza et al. (2010) Thomison
(2015), Sravani et al. (2021), Marquez-Diego et al. (2021), Moghadam et al.
(2022) reportaron que la incidencia es dependiente del germoplasma utili-
zado. En la presente investigacion, las variedades nativas presentaron mayor
incidencia del sintoma de mano de chango con una media de 12.06a, que
las variedades mejoradas con 7.53b (32 = 0.0367) (Cuadro 2). Se observaron
variaciones en incidencia en los diferentes estados muestreados. Los estados
mas afectados fueron: Puebla, con un porcentaje mayor a 24a, Hidalgo (17ab)
y Morelos (11.7ab), y los de menor incidencia en Chiapas (7.2b), Tlaxcala
(7.0b), Oaxaca (6.5b), Veracruz (6.3b), Estado de México (6.2b) y Jalisco con
3.0b% (DMS 5%: 4.537).

La covarianza tiene un valor positivo (Cuadro 2) y la correlacion un porcen-
taje de 30.38, indicando una correlacion directa ya que al aumentar la altitud

de la localidad existe una tendencia de incremento en la incidencia (Figura 2).

Los resultados obtenidos mostraron que la mano de chango se encontré en
todos los estados evaluados, siendo Puebla el que presentd mayor incidencia
(24%) y que las variedades nativas fueron mas susceptibles que las mejoradas.
Las diferentes altitudes de las localidades no influenciaron la incidencia de la

mano de chango.

180



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Cuadro 1. Incidencia con sintomas de ‘mano de chango’ en plantas de maiz en diferentes localidades muestreados en México.

Estado Localidad Coordenadas Msnm Germoplasma ™ Incidencia™®
Tlaxcala La Venta 19°33’28.2”N 98°42°16.4"W 2785  Nativo morado 12.5
La Venta 19°33’56.5”N 98°41°04.2"W 2780  Nativo 13.0
Calpulalpan 19°35’05.7”N 98°37°44.9"W 2618  Trébol amarillo 0.25
San Felipe Sultepec 19°35’19.8"N 98°37°02.2"W 2600  Nativo 11.25
Calpulalpan 19°35’35.7"N 98°35'26.2"W 2620  Nativo 4.0
Calpulalpan 19°36’30.9”N 98°33’37.8"W 2600  Nativo morado 16.5
Tlaxco 19°37°11.3"N 98°07'44.8"W 2550  Local 0.5
Tlaxco 19°36’16.7"N 98°09’10.0"W 2500  Aspros Gladiador 0
Tetlan de Solidaridad 19°28’35.4”N 98°02’55.5"W 2400  Asgrow H48 5.75
Hidalgo Emiliano Zapata 19°40°05.8”N 98°33°01.3"W 2500  Nativo 9.5
Tlanalapa 19°49’40.3”N 98°35'26.2"W 2450  Cacahuacintle amarillo 21.75
Singuilucan 19°56’06.0”N 98°33’34.5"W 2580  Nativo 23.5
Cinta larga 20°11°20.7"N 99°13°25.9"W 2005  Nativo 14.0
Cinta larga 20°11°20.7"N 99°13’25.9"W 2005  Aspros Hc8 16.5
Puebla Chignahuapan 19°49°20.9”N 98°01°32.9"W 2670  Nativo 22.0
Chignahuapan 19°47°06.4"N 98°02°20.7"W 2670  Nativo 12.75
%1‘3;‘;‘0 Chignahuapan- 9044154 87\ 98°03'26.0"W 2300 Asgrow Rinoceronte 6.00
San José Chiapa 19°14’11.3"N 97°44’52.4"W 2380  Asgrow H48 39.75
Sierra de Soltepec 19°06’°00.9”N 97°40°03.5"W 2355  Nativo 36.25
Cerca de Nicolas Bravo 18°40°05.9”N 97°22°15.1"W 2620  Hibrido 3.75
Canada de Morelos 18°44’46.1"N 97°24°59.3"W 2323 Nativo 42.25
Palmar de Bravo 18°50’19.0"N 97°31’15.8"W 2199  Nativo 30.0
Morelos Ayala 18°46’23.6"N 98°53’48.7"W 1147 Antilope 2.0
Tlayecac 18°45’24.1”N 98°52°16.7"W 1360 Nativo 1.75
Jantetelco 18°44’33.3”N 98°50’10.4"W 1436 Asgrow Berrendo 24.25
Jantetelco 18°43’17.1"N 98°50’58.4"W 1430  Unisem Ares 0.75
Yecapixtla 18°53’26.0”N 98°52’51.3"W 1500  Dekalb 2037 21.5
Atlahuacan 18°57°47.2"N 98°52°22.2"W 1610 Brevant B3916 8.0
Oaxaca Tuxtepec 18°08’29.8”"N 96°10°59.9"W 20 Nativo 11.5
Tuxtepec 18°08’06.9”"N 96°10°59.9"W 35  Nativo 3.5
San juan bautista 18°08’04.3"N 96°10’57.5"W 20 Papaloapan 4.5
Jalisco Autlan de Navarro 19°45’16.6"N 104°21°43.1"W 900  Asgrow 7573 2.0
Autlan de Navarro 19°45’16.6"N 104°21°43.1"W 900  Asgrow 7573 3.0
Unién de Tula 19°58°45.7"N 104°15°40.4"W 1349  Asgrow 7573 4.25
Veracruz Rancho viejo 18°47°02.2"N 97°12°22.0"W 1260 Nativo 20.75
Nueva Rosita 18°47°47.7"N 97°11’35.6"W 1320  Xalapenio 0.5
Cd. Mendoza 18°48’53.9”N 97°10’51.2"W 1280  Nativo 0
Emiliano Zapata 18°43’56.2"N 97°16’31.4"W 1630 Poncho 12.5
Cosamaloapan de Carpio  18°09’01.5”N 96°10°29.5"W 10 Nativo 9.25
Cosamaloapan de Carpio  18°08’45.3"N 96°10°31.0"W 15 Nativo 11.5
Cosamaloapan de Carpio  18°08'44.7"N 96°10°27.8"W 10 Nativo 2.25
Cosamaloapan de Carpio  18°08’43.6"N 96°10°29.2"W 10 Nativo 0.25
Cosamaloapan de Carpio  18°08’33.8”N 96°10’30.6"W 10 Papaloapan 6.25
Cosamaloapan de Carpio  18°08’44.1”N 96°09°42.6"W 20 Papaloapan 10.75
Cosamaloapan de Carpio  18°08’45.0"N 96°09°44.9”W/ 20 H-520 35
Cosamaloapan de Carpio  18°09’00.0”N 96°09’45.0"W 10 Nativo 3.75
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Cuadro 1. Continuacién.

Estado Localidad Coordenadas Msnm Germoplasma ™ Incidencia™®
Cosamaloapan de Carpio  18°08’43.4”N 96°10’33.3"W 10 Nativo 5.5
Cosamaloapan de Carpio  18°08’43.4”N 96°10’33.3"W/ 10 Nativo 5.5
Cosamaloapan de Carpio  18°08'43.4"N 96°10’33.3"W 10 Nativo 5.5
Cosamaloapan de Carpio  18°08’43.4"N 96°10°33.3"W 10 Nativo 5.5

Chiapas Siltepec 15°27°42.0"N 92°23°29.5"W 790  Christian 10.25
Motozintla 15°25'22.8"N 92°21’22.9"W 830  Dekalb 7500 15.0
Motozintla 15°25’33.0"N 92°21’50.9"W 866  Pioneer 15.75
Motozintla 15°26’06.6"N 92°21°48.8"W 879  Nativo 2.25
Siltepec 15°27°26.3"N 92°22°58.5"W 986  Hibrido amarillo 0.5
Siltepec 15°27°26.3"N 92°22°58.5"W 986  Pioneer 1.75
Siltepec 15°27°26.3"N 92°22°58.5"W 987  Christian 5.0
Siltepec 15°26’40.5"N 92°22’30.5"W 1056  Pioneer 5.0
Montecristo de Guerrero  15°39°00.0"N 92°43’12.0"W 1215 Nativo 55
El Nominado 15°36’00.0"N 92°43’12.0"W 1215  Pioneer 0.75
El Nominado 15°36’00.0"N 92°43’12.0"W 1223 Pioneer 16.75
El Nominado 15°36’00.0"N 92°43’12.0"W 1223 Jarocho 9.75
Motozintla 15°23’34.5"N 92°25’50.6"W 1226 Nativo 12.75
Motozintla 15°23’29.6"N 92°24’18.1"W 1250  Nativo 3.5
Motozintla 15°25’11.1"N 92°23°01.9"W 1343 Pioneer 4.75

II::Ad,O'. de Colpos 19°28’06.6”N 98°54’03.5"W 2250  MO19:15# Bco (Colpos) 3.5

éxico

Colpos 19°28’06.6"N 98°54°03.5"W 2250  MO19:19+2# Bco (Colpos) 0.75

Colpos 19°28'06.6"N 98°54'03.5"W 2250 MOI9:Elvia 3 TSR# Beo 5.25
(Colpos)

Colpos 19°28’06.6”N 98°54°03.5"W 2250 MOI19:11# Amar. (Colpos) 0.5

Colpos 19°28'06.6"N 98°54°03.5"W 2250 MOI:CPVerol Beo 5.0
(Colpos)

Colpos 19°28'06.6"N 98°5403.5"W 2250 MOICP Hilda 2 Amar. 1.0
(Colpos)

Chapingo 19°29°30.5”N 98°52°30.7"W 2250  Mejorado 7.0

Chapingo 19°29’30.5”N 98°52’30.7"W 2250  Mejorado 16.0

Tepetlixpa 19°00°57.9"N 98°49°49.8"W 2330  Nativo 17.0

" De acuerdo con la entrevista con el duefio de la parcela. ® Promedio de cuatro repeticiones.

Cuadro 2. Covarianza de las variables de altitud (msnm) e incidencia de la
enfermedad mano de chango en maiz.

Variables R p-value Significancia

Correlacion Msnm - incidencia

(Spearman) = 0.3038984 17.03% 0.01984 "

Covarianza: 2716.052
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Figura 2. Correlacion entre las variables de altitud (msnm) y la incidencia de la enfermedad mano de
chango del maiz.
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Resumen

En el norte del estado de Tamaulipas, en el noreste de México, se localizan los
Distritos de Riego No. 25 Bajo Rio Bravo y No. 26 Bajo Rio San Juan, ubicado
en el segundo de ellos, el INIFAP-Campo Experimental Rio Bravo (CERIB)
en los paralelos LN 25°96’ 46” y LO 98° 01’ 49”. Las casi 300 mil hectareas
de riego en los dos distritos representan la mayor superficie compacta con
irrigacion en el pais (Salinas et al., 2006); siendo el maiz el segundo cultivo de
mayor importancia. En el ciclo otofo-invierno 1993-1994 se sembraron con
este cereal 236 mil ha con una produccion de poco mas de 1 millon de to-
neladas, cifras historicas en cuanto a superficie y produccion (Reyes y Cantu,
2006). La intensa sequia que inicio en 1994 contribuy¢ directamente a la baja
captacion de las presas y por consiguiente a la disminucion de la superficie
dedicada a este cultivo, por lo que en el ciclo otofio-invierno 2021-2022 se
sembraron 46,431 ha con una produccion de 279,898 t de grano blanco y
amarillo y un rendimiento medio de 6.02 t ha'! (SIAP, 20023). Durante ese
ciclo las siembras de temporal son minimas. En el norte del estado de Coahui-
la y norte de Nuevo Leon la siembran con este cultivo fue de 2,023 y 954 ha,
con un rendimiento medio de 4.43 y 3.48 t ha', respectivamente. Por las bajas
y erraticas precipitaciones de los ultimos afos, y la falta de disponibilidad de
agua en las presas del noreste de México, el maiz en el ciclo primavera-verano

se siembra en pequenas superficies.
Antecedentes
Los distritos No. 25 y No. 26, creados en la década de los 40 “s se iniciaron

con un patrén de cultivos de algodonero y maiz, dominando ampliamente

en poco tiempo el primero de ellos. La persistencia de la siembra del algodon
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provocd la incidencia de plagas y enfermedades fungosas, especialmente la
pudricién texana causada por el hongo, Phymatotrichopsis omnivorum, asi como
las plagas adquirieron resistencia a los insecticidas, ocasionando grandes pér-
didas de rendimiento y la incosteabilidad del cultivo (Adkinson, 1971, citado
por Rodriguez y Loera, 2006; Montes y Diaz, 2006). Debido a estos proble-
mas, al inicio de la década de los 60 “s el algoddn fue desplazado por el sorgo

y el maiz, cultivos que no son susceptibles a esta enfermedad.

El CERIB inici¢ actividades a partir de agosto de 1956 en diversos culti-
vos, principalmente dirigidas a la obtencion de tecnologia de produccion. Los
primeros estudios sobre las enfermedades del maiz se realizaron en la década
de los 60°s (Medina, 1968, citado por Montes y Diaz, 2006). No fue sino
hasta 1974, cuando se iniciaron los estudios que involucraban formalmente
a la fitopatologia trabajando en estrecha coordinacion con el Programa de
Mejoramiento Genético de Maiz, siendo el Bidlogo y fitopatdlogo Rodolfo
Giron Calderon (1974-1999), el tnico investigador que, hasta el momento, ha
trabajado en esta disciplina (Reyes y Cantu, 2006). A través de la historia del
CERIB, se han realizado estudios basicos (etiologia y epidemiologia) y apli-
cados tendientes a resolver los problemas relacionados con las enfermedades
mediante diferentes métodos de control, principalmente genético, y cultural
(Montes y Diaz, 2000).

Descripcion

Climatica. En la planicie costera de las tierras bajas del noreste de México
que incluye las regiones inferiores a 700 msnm del norte de los estados de
Coahuila, Nuevo Leon y Tamaulipas, se presenta un clima subtropical con
veranos calientes e inviernos humedos y templados, en donde las estaciones
de primavera y otofio no estan bien definidas. En la region se pueden distin-
guir tres dreas con clima diferente, segiin el sistema de clasificacion climatica
de Koppen modificado por Garcia (2004): El clima seco, seco extremoso y
semicalido- semihimedo con una temperatura de media regional de 23.5° C

y una precipitaciéon media anual de 575 mm.

Enfermedades. Las condiciones climaticas extremosas que se presentan en el
noreste de México, el monocultivo de maiz que se practica desde hace poco
mas de 60 anos en el norte de Tamaulipas y la libre introduccion de germo-

plasma de diferentes regiones del pais y el extranjero, han propiciado que se
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presenten diversas enfermedades que atacan el tallo, follaje y mazorca de la
planta (INIA,1976). A continuacion, se describen las actividades de investiga-

cion sobre enfermedades que se han desarrollado en el CERB.

El mildiu velloso (Peronosclerospora sorghi, Sclerophthora macrospora) alcanzo
proporciones epifiticas en 1967, convirtiéndose una enfermedad endémica
en las décadas de los 70 s y 80 “s y su ataque ocasioné hasta un 30 % de in-
festacion con pérdidas de 1.08 ton ha'. A corto plazo, la medida que se tomo

para disminuir la incidencia fue ajustar la fecha de siembra y recomendar las

variedades menos susceptibles (INIA, 1976; Reyes et al., 1992).

Al inicio de los afnos 60 “s, la época dptima para sembrar maiz comprendia
del 1 de febrero al 15 de marzo, observando que en las fechas de siembra
retrasadas se tenfa mayor presencia de plantas enfermas, y no solo de esta
enfermedad, también habia mayor incidencia de carbon comun (Ustilago ma-
ydis) y tizon del norte (Exserohilum tursicum). Los estudios de fechas de siembra

mostraron que, sembrando en el mes de febrero, se reducia drasticamente su

incidencia (Medina 1968, citado por Montes y Diaz, 2006).

Por lo ineficaz y antiecondmico del combate quimico del mildiu velloso, la
investigacion se enfoco en la evaluacion, selecciéon y obtencion de germoplas-
ma altamente tolerantes a la enfermedad a través de genotipos nacionales e

introducidos, principalmente de Asia, material sobresaliente se muestra en el

Cuadro 2 (Giron 1975; Mejia 1975; INIA 1976).

Posteriormente, se desarrollé una técnica de inoculacion en campo usando
conidios de Peronosclerospora sorghi mediante el uso de franjas de sorgo forra-

jero susceptible como dispersor conidial, la que resulto ser eficiente para la

Cuadro 2. Reaccion de mildia velloso y dias a floracion de poblaciones de maiz

provenientes de ASIA EN Rio Bravo, Tamaulipas. 1976.

Genealogia Dias a floracion % Mildiu velloso
Ph. 9 DMR 62 1.2
Ph. DMR 2 62 4.0
Ph. DMR 1 58 4.6
Ph. DMR 3 61 9.4
Hawaiian Super Sweet (T) 60 21.6
H-412 60 26.3
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seleccion de materiales tolerantes (Giron, 1978). Los primeros genotipos obte-
nidos de estos trabajos de investigacion son los hibridos H-421 y H-422, libe-
rados por el Ing. Hugo Mejia Andrade en 1982, el segundo de ellos presentd
un 0.2 % de incidencia de Peronosclerspora sorghi y su antecesor el H-417 mostré
una vulnerabilidad del 12 %. Otro resultado de estos trabajos fue el control
quimico, mediante la aplicacion del fungicida sistémico Apron 35 SD, el cual
en dosis de 2.5 a 3 gramos por kg de semilla reduce la incidencia de mildiu
en 16 % (Reyes et al., 1992). La presencia del mildiu velloso se redujo signifi-
cativamente en la region, como resultado del uso de una nueva generacion de

hibridos de INIFAP y casas comerciales de maiz resistentes a esta enfermedad.

Con el objeto de conocer los factores limitantes en la produccion de maiz
en el area de riego del norte de Tamaulipas, durante los afios de 1979 y 1980,
el Programa de Mejoramiento Genético de Maiz del CERIB realizé un estu-
dio en los dos distritos de riego del norte de Tamaulipas, que consistié en
recopilar informacién en muestreos directos en campo y entrevistas con los
agricultores de los 200 predios incluidos en el estudio. En el apartado de
fitopatologia, se encontré que las principales enfermedades fueron: carbon
comun o huitlacoche, pudricion negra o carbonosa del tallo, mildiu velloso y

pudricion de mazorca vy tallo causadas por Fusarium moniliforme (Garza, 1984,

Reyes et al., 1992).

La cercania del CERIB con la frontera de Estados Unidos de América
facilita la introduccion de material genético de aquel pais. Hess y Menéndez
(1985) reportan que en la década de los 70 's se sembraban hibridos importa-
dos con esterilidad citoplasmatica, los que mostraron susceptibilidad al tizon
foliar (Exserohilum tursicum), ocasionando pérdidas importantes en la region,

por lo que tuvieron que dejar de sembrarse.

En algunos afios sigue presentindose en algunos afos el tizon foliar del
norte y ha ocasionado pérdidas econdémicas importantes para algunos pro-
ductores, debido a que se siembran comercialmente hibridos traidos de otras
regiones sin haber realizado previamente evaluaciones experimentales. En el

ano 2007 se perdieron 600 ha en el Distrito de Riego No. 25 Bajo Rio Bravo

por esta enfermedad.

En el Distrito de Riego No. 26 Bajo Rio San Juan, en el area de Cd. Diaz

Ordaz, Tamaulipas, tnica region del pais donde se siembra maiz palomero

189



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

(Zea mays everta) en forma comercial, en el periodo 2010-2016, en promedio,
se establecieron 500 ha anuales con un hibrido de importacion ya que en la
actualidad no hay cultivares comerciales de este tipo parar esta region. En el
afio 2015 la totalidad del cultivo se vio afectado por Exserohilum tursicum, oca-
sionando pérdidas econémicas a los productores que variaron del 30 al 70 %,

orillandolos practicamente de dejar de sembrarlo. Este cultivo no se sembro

en 2020y 2021, en el afio 2022 solo se sembraron 64 ha (SIAP, 2023).

Desde que inicio la siembra de maiz de manera importante en la region,
el carbén comun o huitlacoche (Ustilago maydis) se identifico como una de
las principales enfermedades del maiz (Medina et al., 1969). Giron (1992a)
realizd un muestreo regional a inicio de la década de los 80 s y reporta una
incidencia de 7.5 % de esta enfermedad y en muestreo posterior, en 1990, la
estimo en 18 % (Giron, 1992b). Posteriormente, el mismo investigador con-
dujo estudios de campo para evaluar la reaccion de materiales experimentales
y comerciales de maiz a esta enfermedad, para asegurar la infeccion, hacia
cuatro inoculaciones con suspension de esporas en plantas de maiz en etapas
vegetativas de V4, V8, V12 y cuando los estigmas tenian 2-3 cm de longitud.
Con este método se lograron identificar materiales que presentaban dafos del
2.3% (tolerantes) hasta el 22 % (Susceptibles) (Giron, 1992b), Las densidades
altas de siembra y la sobre-fertilizacion con nitrégeno, favorecen la presencia
de este hongo (Reyes et al., 1992).

Otra enfermedad importante que se presenta variando en intensidad de
un aio a otro por condiciones climaticas, es la pudricion de mazorca causa-
da por Fusarium moniliforme. En un estudio conducido por Giron en 1990
(1992b) en los dos distritos de riego, encontrd que este hongo era el segundo

patégeno de mayor presencia con 7 %, después de Ustilago maydis.

En los 80’s, la pudricion carbonosa (Macrophomina phaseolina), sobresalio
como otra enfermedad importante en la region. Se realizaron estudios para
evaluar la reaccion de materiales experimentales y comerciales de maiz a esta
enfermedad. Para la seleccion del germoplasma del programa de mejoramien-
to genético, Giron (1988) evalué un grupo de 284 lineas experimentales de
maiz en un terreno de 3,200 m?, al cual se le estuvo incorporando durante 10
anos entrenudos de maiz contaminados con el hongo Peronosclerospora sorghi y
sembrando frijol pinto americano (Phaseolus vulgaris) susceptible a dicho hon-

go y compar6 el grado de daio observado en plantas inoculadas vs plantas
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no inoculadas. Las inoculaciones se hicieron 10 dias después de la floracion
masculina en 5 plantas en el segundo entrenudo por arriba del nivel del suelo.
La evaluacion se hizo al momento de la cosecha, cortando los tallos longitudi-
nalmente para contar los entrenudos daflados de las plantas inoculadas y de
5 plantas no inoculadas. No se encontraron diferencias estadisticas entre los
dos tratamientos, con indculo el 63 % resultd con dano y el inoculado pre-
sentd el 60 %, por lo que se decidio seguir seleccionando material tolerante
sin inocular en el terreno infestado ya que resulta mas practico y econémico.
Desafortunadamente todos los trabajos de inoculacion se suspendieron en

1999 con la jubilacion del Bidlogo Giron.

En los anos de 1979 y 1980 se reporto la presencia del hongo Aspergillus
flavus en los campos del norte de Tamaulipas en forma esporadica y con mi-
nima incidencia (Garza, 1984). Fue en los afios de 1989 y 1990 cuando se
observé un incremento considerable del hongo, lo que provocé que més del
90 % de la cosecha de las 926,908 toneladas de grano producidas en ambos
dafnos, resultaran contaminadas con aflatoxinas en niveles no permisibles
para consumo humano (> 20ppb), ocasionando pérdidas econdomicas por 280
millones de pesos por afo (Reyes 1989, Rodriguez et al. 1995). Por otro lado,
la presencia de insectos danando la mazorca y el mal manejo del cultivo, han

sido sefalados como factores que favorecen la presencia de aflatoxinas (Rodri-

guez et al. 1995).

Ante la gravedad de la situacién y con la amenaza de la SSA de prohibir
la siembra comercial de maiz en el norte de Tamaulipas si en el siguiente afio
volvia a resultar la cosecha contaminada, los Programas de Mejoramiento Ge-
nético de Maiz y de Fitopatologia del CERIB, se avocaron a dar solucion en
el corto plazo, atendiendo el problema desde el punto de vista de practicas
culturales. Los resultados indican que las fechas de siembra después del 15
de febrero, los insectos del elote y la no aplicacion oportuna de los riegos de

auxilio son factores consistentes que favorecen la presencia de aflatoxinas.
Relevancia de cada una de las enfermedades que se han atendido

A través de los afos, las actividades del CERIB han permitido desarrollar
una serie de medidas para prevenir y disminuir significativamente el ataque

de microorganismos al cultivo de maiz, mediante diferentes métodos como

son el desarrollo de materiales genéticos tolerantes, el uso de productos qui-
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micos o bien practicas agronomicas, lo que ha contribuido de manera impor-
tante a que continué sembrandose este cereal en la region y a incrementar el

rendimiento unitario.

Todas las actividades enfocadas a la obtencién de tecnologia para el control
de enfermedades han sido relevantes como lo fue la introduccion del extran-
jero de material genético resistente al mildiu velloso en la década de los 70 s,
peros sin duda alguna, una de las investigaciones de mayor relevancia, en la
que participaron investigadores del Programa de Mejoramiento del Maiz del
CERIB, son los trabajos iniciados en 1990, orientados a estudiar el impacto
del clima y las practicas culturales sobre las aflatoxinas. La mejor estrategia
para minimizar los riesgos de contaminacién es usar el paquete tecnoldgico
desarrollado por el INIFAP, el cual lo implanté la SARH (SADER) en Tamau-
lipas a partir de 1991, adaptidndose su aplicacion a otras regiones agroecologi-
cas similares del pais. El paquete consiste en la seleccion y preparacion oportu-
na del terreno, sembrar del 20 de enero al 15 de febrero, controlar los insectos
de la mazorca y la maleza, aplicar un riego de presiembra y tres de auxilio, uso
de variedades adaptadas con buena cobertura de mazorca, una densidad de 70
mil plantas ha'! a cosecha, fertilizacion balanceada, iniciar la cosecha con 22%
de humedad en el grano y ajustar las trilladoras para evitar quebrar los granos
y eliminar al maximo las impurezas. El uso de este paquete permitié que la
SSA autorizara continuar sembrando maiz, el cultivo mas rentable bajo riego
en la region. Las temperaturas altas y la sequia favorecen la contaminacion,
especialmente en las etapas de floracion y llenado de grano. Los factores agro-
nomicos mds asociados a la presencia de aflatoxinas son la fecha de siembra,
el control de insectos y la irrigacion. También se desarrollo un modelo de pre-
diccién el cual ha demostrado su eficiencia. En el periodo de 1991 a 2019 la
superficie total de siembra de maiz en el norte de Tamaulipas bajo riego fue de
2.2 millones de hectareas y se cosecharon 11.5 millones de toneladas de grano
de maiz apto para consumo humano y animal. El beneficio econémico de la

tecnologia en dicho periodo se estima en 40 353 millones de pesos (Rodriguez
et al., 1995; Reyes y Rodriguez, 2020).

Resefa del trabajo de fitomejoramiento relacionado a la sanidad de maiz
El Programa de Mejoramiento Genético de Maiz del CERIB desde su ini-

cio al presente, ha generado 14 materiales de maiz, de estos, 11 son hibridos

convencionales, un hibrido varietal y dos variedades de polinizacion libre

192



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

(Cuadro 1). Durante la seleccion y formacion de los progenitores e hibridos
liberados, ademas de rendimiento de grano, precocidad y tolerancia al acame,
han sido sometidos a condiciones favorables para el desarrollo de las principa-
les enfermedades de la regién, por lo que todos los genotipos presentan buen
rendimiento de grano y tolerancia al ataque de los principales patdgenos del

noreste de México.

Cuadro 1. Hibridos y variedades de maiz liberados por el Campo Experimental Rio Bravo.

Hibrido Caracteristicas Ao de Liberacion
H-417  Hibrido de cruza doble para riego 1976
H-418  Hibrido de cruza doble para riego 1976
H-421  Hibrido de cruza simple para riego 1982
H-422  Hibrido de cruza simple para riego 1982

VS-409  Variedad precoz para temporal 1984
H-433  Cruza de tres lineas para riegos restringidos 1987
HV-1  Hibrido intervarietal de ciclo precoz para temporal 1992

VS-440  Variedad de ciclo intermedio para condiciones de temporal 1992
H-435  Hibrido de cruza simple para riego 1992
H-436  Hibrido de cruza simple para riego 1992
H-437  Hibrido de tres lineas para riego restringido 2003
H-439  Hibrido de tres lineas con buena adaptacion en todo Tamaulipas 2003
H-440  Hibrido precoz para temporal y riegos restringidos 2006

H-443A  Hibrido de tres lineas para riego y buen temporal 2008

Perspectivas y retos

Otras enfermedades que se han observado esporadicamente en el noreste
de México desde hace varias décadas sin que hasta el momento causen danos
importantes son, roya comun (Puccinia sorghi), tizon foliar del sur (Heminthos-
porium maydis) y pudriciones de mazorca causadas por Penicillium spp., Rhizopus
spp. y Diplodia zeae (Garza, 1984). Recientemente se ha visto la mancha café
(Physoderma maydis). Es prioritario estar atentos a la evolucion de estas enfer-
medades o alguna otra emergente y tan pronto crezca su incidencia, iniciar
trabajos de mejoramiento genético orientados a seleccionar germoplasma to-
lerante. También es deseable exponer los hibridos de companias privadas que
se comercializan, a las enfermedades mas importantes de la region para iden-

tificar los que mejor se adapten a las condiciones agroclimaticas de la region.
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Hay que poner énfasis en las enfermedades que ponen en riesgo la salud
humana y animal como son las causadas por Aspergillus spp., y Fusarium spp
las cuales producen micotoxinas. No obstante, los esfuerzos realizados en la
busqueda de genotipos de maiz con tolerancia o resistencia a estos patdgenos,
aun falta mas informacion en esa linea de investigacion, asi como de otras

opciones para su control.

La biotecnologia es de gran valor ya que reduce en tiempo y costos la iden-
tificacion de agentes causantes de enfermedades, por lo que, en un futuro cer-
cano, es deseable incluir esta herramienta en el Programa de Mejoramiento
Genético en un futuro cercano. Para la prevencion y control de enfermedades,
se deberd enfatizar en un control integral en donde se incluya la tolerancia o

resistencia genética, el control quimico y las practicas culturales.
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ANEXO

Algunas enfermedades prevalecientes en el noreste de México

Aspergillus flavus Diplodia Zeae

Siembra comercial de maiz afectada por Macrophomina phaseolina
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Exserohilum tursicum

Ustilago maydis
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H-443A (tolerante) Garst 8285 (susceptible)

Fusarium moniliforme

Physoderma maydis Peronosclerospora sorghi
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3 Enfermedades del maiz en la Region
o

® Pacifico Centro

Vidal Martinez Victor Antonio'*, Ramirez Diaz José Luis?, Ledesma
Miramontes Alejandro?, Aleman de la Torre Ivone?, Salinas Moreno
Yolanda?. 'INIFAP. Campo Experimental Santiago Ixcuintla. Carrete-
ra Internacional México - Nogales Kilometro 6, Centro, 63300 San-
tiago Ixcuintla, Nay. 2INIFAP-Campo Experimental Centro-Altos de
Jalisco. Av. Biodiversidad 2470. 47600 Tepatitln, Jal.

INTRODUCCION

El cultivo de maiz en la region Pacifico Centro se cultiva bajo condiciones
de temporal en una superficie de 918,069 ha, destacando Jalisco y Michoacan
con mayor superficie sembrada (543,360 y 342,854 ha, respectivamente). En
Nayarit, se siembran 22,491 ha y en Colima solamente 9,362 ha (SIAP, 2022).
Su produccion anual promedio de grano en temporal durante el ciclo agricola
de Primavera-Verano, es de 3.2, 3.8, 4.0 y 6.7 t ha! en Michoacin, Colima,
Nayarit y Jalisco, respectivamente. Bajo condiciones de riego en Otonio-Invier-
no, se siembra en esta region Pacifico Centro, una superficie total de 174,532
ha (124,600 en Michoacdn, 43,980 en Jalisco, 3,090 en Nayarit y 2862 ha en
Colima, cuyos rendimientos de grano promedio son de 6.6, 8.0, 7.9 y 5.6 t

ha' (SIAP, 2022).
Antecedentes

En especifico, la presencia de enfermedades en el maiz, hace 15 afios no era
un problema fuerte en la region Pacifico Centro de México; inclusive las reco-
mendaciones del INIFAP sefalaban en sus Guias Técnicas que estas no eran
de importancia econdmica, por dos razones fundamentales: su incidencia era
muy baja y porque el INIFAP al desarrollar sus actividades de mejoramiento
hacia rendimiento de grano principalmente, en complemento realiza su me-
joramiento in situ incluyendo seleccion de materiales tolerantes a enfermeda-
des foliares y de tallo (Ramirez et al.,2010). Este proceso genotécnico siempre
ha sido complementado y certificado por la adaptacion y adaptabilidad de sus

genotipos mejorados; los cuales no son liberados, sino hasta que cumplen con
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esta prueba de estabilidad genotipo x ambiente (Vidal et al., 2006). Actual-
mente, por el cambio climatico y la alta presencia de germoplasma exotico,
ha ocasionado una mayor incidencia de organismos dafinos como son las
enfermedades, lo que ha obligado a reforzar los trabajos de mejoramiento
genético hacia la obtencion de tolerancia a estas enfermedades. La presencia
actual de especies fitopatdgenas que antes no se presentaban en las entidades,
es también atribuible a la introduccion por diferentes agencias productoras de
semilla, de germoplasma no adaptado ni mejorado en la entidad; que por ser
originado en otros paises, han propiciado el ingreso y presencia del indculo
de enfermedades exdgenas como la mancha foliar por Phaeosphaeria maydis,
que si bien ya se habia reportado en México, en Nayarit, por ejemplo, su pre-
sencia es relativamente reciente en condiciones te temporal, durante el ciclo
agricola de Primavera-Verano; al igual que el tizon foliar por Helminthosporium
turcicum, prevaleciente durante el ciclo agricola de Otofo-Invierno. En el caso
de Michoacdn, la mancha de asfalto (Phyllachora maydis), es también de intro-

duccion reciente.
Descripcion

Region agroclimatica. La region Pacifico Centro, en general se considera den-
tro de un clima de tropico seco, aunque en particular los climas que predomi-
nan en las diferentes zonas agroecoldgicas de la region van desde el subtrépico
arido semicalido, en el noreste del estado de Jalisco, hasta el Tropico subhu-
medo muy célido, en la region costera de los cuatro estados de la Region. De
esta manera, las dreas de adaptacion de los maices formados y liberados por el
INIFAP-CIRPAC, recaen en los ambientes tropicales (0 a 900 msnm). Subtro-
picales (900-1200) y de transicién (> a 1400 msnm), los cuales se localizan en
los cuatro estados que conforman su area de influencia: Jalisco, Michoacan,

Nayarit y Colima.

Enfermedades que se han atendido. El maiz como cualquier otro cultivo agri-
cola, estd expuesto a la presencia de organismos dafiinos como lo son las
enfermedades, plagas y maleza. Eso a consecuencia de condiciones agrocli-
maticas favorables para el establecimiento de dichos agentes dafinos. En lo
que respecta a las enfermedades que inciden en el maiz, es importante iden-
tificarlas a través de su nombre comun, sus agentes causantes y sobre todo su
sintomatologia. Las enfermedades que se han identificado que se presentan

y afectan al maiz en la region Pacifico Centro se detallan en el Cuadro 1. Alli
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Cuadro 1. Enfermedades del maiz y su prevalencia en orden de importancia por estado en la Region Pacifico Centro.

Nombre comtn Nombre técnico Orden de prevalencia por estado®
Nayarit Jalisco Michoacan Colima

PV Ol PV Ol PV (0] Pv Ol

Mildiu Velloso Sclerophthora macrospora 2 2 1 2
Tizon Foliar Helminthosporium maydis 9 5

Tizoén Foliar H. turcicum 1 2 1 2 2 1
Tizon Foliar H. carbonum

Roya Puccinia sorghi 2 3 3 3 3 4 3 3
Mancha Foliar Phaeosphaeria maydis 6

Mancha Foliar Curvularia lunata

Mancha Foliar Cercospora zeae-maydis 1 1

Mancha Foliar Kabatiella zeae 4

Mancha Café Physoderma maydis 5

Mancha de Asfalto Phylachora maydis

Fusarium Fusarium moniliforme 3 4 4 4 1 3 1 4
Falso carbon de la Espiga  Ustilaginoidea virens 8

Carboén de la Espiga Sphacelloteca reiliana

Carbon comun Ustilago maydis 7 5 2

Complejo de Virosis Varios 6 4

ZComentario: Si bien todas las enfermedades aqui descritas llegan a presentarse, el orden es de 1 mayor a menor incidencia.

se observa su prevalencia a través de los ciclos agricolas Primavera - Verano
(PV) donde predominan las siembras de temporal y de Otono-Invierno (OI),
primordialmente bajo condiciones de riego. En esta regiéon al menos se pre-
sentan o se han identificado 16 diferentes tipos de enfermedades foliares y
de tallo durante el desarrollo del cultivo del maiz en estas zonas productoras
de los cuatro estados que conforman dicha region Pacifico Centro. El orden
de prevalencia de mayor a menor incidencia (1> a 9<) se detallan también en
el Cuadro 1; donde se aprecia una mayor presencia de enfermedades foliar
como tizones y manchas foliares. Predomina también la presencia de pudri-
cion de raiz, tallo y mazorca por presencia de Fusarium moniliforme y F. grami-
nearum. Como es de todos conocido la presencia del patdgeno va a estar en
funcién de las condiciones climaticas favorables para su establecimiento, el
cual es mas rdpido y notorio cuando se presenta como hospederos aquellos
maices con susceptibilidad a dichos patégenos. Por lo anterior, el programa de
Mejoramiento Genético de Maiz del CIRPAC, ha prestado especial atencion a
seleccionar a la par del rendimiento de grano, dentro de su germoplasma base
o parental y avanzado, aquellos genotipos que muestren tolerancia a los pato-

genos prevalecientes en las zonas maiceras de la region (Ramirez et al., 2010;

Ramirez et al., 2010; Ramirez et al., 2019a; Ramirez et al., 2010b).
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Sintesis de la relevancia de cada una de las enfermedades que se han aten-

dido

En este apartado se destacan las enfermedades identificas como prevale-
cientes en la Region Pacifico Centro, por ciclo agricola y en cuales de ellas se
les ha incorporado tolerancia genética al patogeno alli descrito. Dicha caracte-
ristica de tolerancia ha sido incorporada a través del proceso de mejoramien-
to genético convencional durante sus diversas etapas genotécnicas, donde se
fueron seleccionando tanto para rendimiento de grano y tolerancia a enfer-

medades a través de sus lineas endogamicas y cruzas simples progenitoras y al

hibrido per se formado (Cuadro 2).

Cuadro 2. Enfermedades identificadas en la Region Pacifico Centro con y sin incorporacion de tolerancia

genética.
Enfermedades Nombre Ciclo Incorpo’rz.ici(')n de' tolerancia
principales técnico agricola ge'netlca' medlant? ?l
mejoramiento genético

PV (0)8

Mildiu Velloso Sclerophthora macrospora X X SI

Tizon Foliar Helminthosporium maydis X

Tizon Foliar Helminthosporium turcicum X SI

Tizén Foliar Helminthosporium carbonum X

Roya Puccinia sorghi X X SI

Mancha Foliar Phacosphaeria maydis X

Mancha Foliar Curvularia lunata X

Mancha Foliar Cercospora zeae-maydis X

Mancha Foliar Kabatiella zeae X

Fusarium Fusarium moniliforme X X SI

Falso carbon de la Espiga Ustilaginoidea virens X X

Carboén de la Espiga Sphacelloteca reiliana X SI

Resena del trabajo de fitomejoramiento relacionado a la sanidad de maiz

La capacidad de tolerancia conferida tanto a los hibridos como a sus pro-

genitores ha sido adquirida mediante los procesos genotécnicos de formacion
y seleccion en condiciones primordiales de infestaciones naturales del agento
etioldgico presente en los viveros de mejoramiento. El proceso de seleccion ha
estado encaminado hacia la obtencién de dicha tolerancia hacia enfermeda-

des que requieren o han requerido atencién prioritaria en su momento, por

202



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

su mayor presencia y niveles de infestacién, tal como se aprecia en el Cuadro
3. Cual fuese el caso del tipo de hibrido de maiz generado, es importante
destacar que es notorio en todos esto maices liberados, la presencia de una
buena y consistente calidad de planta, mazorca y grano que llegan a reflejar
la Fitosanidad que les confiere la tolerancia adquirida mediante el proceso de
su formacién vy seleccion. De esta manera, el INIFAP en la Region Pacifico
Centro ha formado y liberado 12 hibridos de maiz, 5 de endospermo blanco
y 7 de endospermo amarillo en los tltimos 25 afios, mediante técnicas de me-
joramiento genético convencional. Asi, de acuerdo con su origen genético, se
han generado, cinco cruzas trilineales, cinco cruzas simples, una cruza doble
modificada y una cruza simple modificada (Ramirez et al., 2010; Ramirez et al.,
2010; Ramirez et al., 2019a y Ramirez et al., 2010b). A continuacion, se des-
cribe para cada uno de ellos la tolerancia incorporada a los patdgenos Mildiu

velloso, tizon foliar por Turcicum, Fusarium y roya comun (Cuadro 3).

Cuadro 3. Relacion de Hibridos de Maiz de diverso origen genético y su tolerancia a enfermedades, liberados por el

INIFAP en la Region Pacifico Centro de México.

Hibrido Tipo de cruza Descripcion de su tolerancia
HA318 Trilineal Tolerante a pl}d’rici(')n' de raiz y tallo (Fbltsmium §pp.), mildiu velloso (Scrlerophthora
macrospora) y tizon foliar (Helminthosporium turcicum)
. Tolerante a pudriciones de raiz (Fusarium spp.), mildiu velloso (Sclerophthora macrospora),
H-375 Simple ) : ) ) . ; . .. .
tizon foliar (Helminthosporium turcicum) y resistente a roya comun (Pucccinia sorghi)
1. Tolerante a pudriciones de raiz y tallo (Fusarium spp.) , mildit velloso (Sclerophthora
H-377 Trilineal . : - . . } )
macrospora) y tolerancia media a tizon foliar (Helminthosporium turcicum)
H.378¢ Simple Tolerante a pudriciones de raiz y tallo, (Fusarium spp.), mildiu velloso (S. macrospora),
b tizon foliar (H. turcicum) y medianamente tolerante a carbén de la espiga (S. reiliana)
H.3800 Simple Tol’erant'e a pudrlclpnes de raiz y tallo, (Fusarium spp.), mildit velloso (S.macrospora),
tizén foliar (H. turcicum)
H381A Simple Tolyerange a pudrmpnes de raiz y tallo, (Fusarium spp.), mildiu velloso (S. macrospora) y
tizén foliar (H. turcicum)
H382A Simple "ll"olrerant'e a pudrlclpnes de raiz y tallo, (Fusarium spp.), mildiu velloso (S. macrospora) y
tizén foliar (H. turcicum)
Simple Tolerante a pudriciones de raiz y tallo, (Fusarium spp.), mildit velloso (S. macrospora) y
H-384A o - . )
Modificada  tizon foliar (H. turcicum)
H.385A Doble Tolerante a pudriciones de raiz y tallo, (Fusarium spp.), tizon foliar (H. turcicum) y
Modificada carbon de la espiga (S. reiliana)
H.386A Trilineal Tolyerant.e a pudricignes de raiz y tallo, (Fusarium spp.), mildit velloso (S. macrospora) y
tizon foliar (H. turcicum)
H.391 Trilineal To!erant'e a pudriciQDes de raiz y tallo, (Fusarium spp.), mildiu velloso (S. macrospora),
tizon foliar (H. turcicum)
H.392 Trlineal Tolerante a pudriciones de raiz y tallo, (Fusarium spp.), mildit velloso (S. macrospora) y

tizén foliar (H. turcicum)
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Perspectivas y retos

Las fuentes de tolerancia a las enfermedades detalladas en los apartados
anteriores han sido en su mayoria incorporadas a los nuevos maices a través
del proceso genotécnico utilizado, bajo presion de seleccion de incidencia
natural, no inoculada. La tolerancia inducida por el grupo de trabajo es un
proceso continuo tanto en el material experimental como en el préximo a
liberarse y el ya liberado. De esta manera, se estin cubriendo las perspectivas
de fitosanidad a mediano y largo plazo. La presencia de la tolerancia adquirida
es manifiesta en los maices del CIRPAC-INIFAP, una vez que dichos genoti-
pos presentan mayor calidad de planta, mazorca y grano en comparacion con
maices comerciales de otros origenes. Ademas, el reto de su consistencia a
través del tiempo es sostenida al menos en 10 afios de uso continuo, sin que
el efecto de la interaccion genotipo x ambiente llegue a deteriorar en demasia
sus caracteristicas de tolerancia y calidad (Vidal et al., 2006). De igual manera,
el hecho de que en algunas enfermedades no se han desarrollado trabajos
genotécnicos hacia la obtencion de tolerancia; es debida a su baja prevalencia
actual o bajo impacto econdmico. En el momento que alguna enfermedad
(presente, nueva o introducida) se convierta endémica va a obligar a redoblar

los esfuerzos de seleccion hacia la tolerancia por parte del Grupo de Trabajo
de Maiz de la Region Pacifico Centro del INIFAP.

Grupo de trabajo

El grupo de trabajo que ha colaborado en la generacion de estos hibridos
ha estado conformado en estos ultimos 25 afos, por Investigadores en mejo-
ramiento genético principalmente, produccion y tecnologia de semillas y otras
disciplinas afines al cultivo de maiz. Si bien la mayoria de ellos han trabajado
y trabajan actualmente en la region Pacifico Centro; también han colabora-
do investigadores del INIFAP de otros Centros Regionales del INIFAP como
el CIRPAS, CIRNOC; CIRNE y CIANO; y de otras instituciones como el
CIMMYT. Los 26 Investigadores que han conformado a través del tiempo y
conforman actualmente el presente Grupo de Trabajo, son los siguientes: José
Luis Ramirez Diaz, Margarito Chuela Bonaparte, Victor Antonio Vidal Mar-
tinez, Humberto Leonel Vallejo Delgado, Rosalio Ramirez Zamora, Alfonso
Pefla Ramos, Alejandro Ortega Corona, Hugo Cérdova Orellana, Aarén Mor-
fin Valencia, Noel Orlando Gomez Montiel, Filiberto Caballero Herndndez,
Moisés Ramirez Marquez, Ma. Gricelda Vazquez Carrillo, José Ariel Ruiz Co-
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rral, José Ron Parra, José de Jesus Sanchez Gonzalez, Roberto Valdivia Bernal,
Leonardo Soltero Diaz, Alejandro Ledesma Miramontes, Ivone Aleman de la
Torre, Yolanda Salinas, Moreno, Maria Dolores Briones Reyes, César Augusto
Reyes Méndez, Santiago Ruiz Ramirez, Luis Eduardo Arias Chavez y Edgardo
Bautista Ramirez (Ramirez et al., 2010; Ramirez et al., 2010; Ramirez et al.,
2019a; Ramirez et al., 2010b; Vidal et al., 2006).
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ANEXO

Material fotografico de algunas enfermedades prevalecientes

en la Region Pacifico Centro

Cercospora zeae maydis Phaeosphaeria maydis Ustilago maydis
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Kabatiella zeae Phyllachora maydis Puccinia sorghi
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3 3 Enfermedades del maiz en el area
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tropical del Sureste
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INTRODUCCION

En México, el cultivo de maiz es el mas importante por ser el alimento prin-
cipal de la poblacion, por su superficie sembrada y generar el 36% del valor
de la produccién agricola. El uso principal es el consumo directo en sus dife-
rentes formas en la alimentacion humana. Durante 2022, fueron sembradas
en México, 7.474 millones de hectareas con maiz, de las cuales 6.904 millones
fueron para grano, con un rendimiento medio de 3.90 t ha! y una produccién
de 26.553 millones de toneladas, un consumo per cdpita aparente de 338.10
kg y un consumo directo de 148 kg.; De la produccion total, se utilizan para
el consumo directo 19.35 millones de toneladas; de estas, el 33% es a través
de la industria harinera y 67% a través de la industria de la masa y la tortilla
en el proceso de nixtamalizacion; 570 mil hectareas fueron sembradas para
la produccion de forraje con rendimiento medio de 30.31 t ha! de forraje
verde. Asi también, durante 2022 se importaron 17.40 millones de toneladas

de grano amarillo generalmente para la industria y en la alimentacion de aves

y cerdos (SIAP,2022).

En la region tropical del pais se siembran 2.8 millones de hectareas con
maiz, de las cuales, un millon estin comprendidas en provincias agrondmicas
de buena y muy buena productividad y 91 mil hectareas son sembradas bajo
condiciones de riego (Espinosa et al., 2019); En esta superficie, es factible el
uso de semilla mejorada de hibridos y variedades sintéticas con buen poten-
cial de rendimiento bajo condiciones favorables de clima suelo y manejo por

parte de los agricultores (Sierra et al., 2019).
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Las enfermedades mas importantes en el cultivo del maiz para el 4rea tropi-
cal en sureste de México son el “Achaparramiento” causada por un Micoplas-
ma y un Spiroplasma cuyo vector es la chicharrita Daldulus maydis. El complejo
“Mancha de Asfalto” asociado a los hongos Phyllachora maydis y Monographella
maydis, el Tizon foliar causado por hongo Helminthosporium turcicum y las pu-
driciones de mazorca causadas por Diplodia maydis y Fusarium moniliforme. La
enfermedad del “Achaparramiento” es causada por un Micoplasma y un Spi-
roplasma, cuyo vector es la chicaharita Daldulus maydis; Esta enfermedad, es
frecuente en siembras tardias y donde se siembran en fechas escalonadas maiz
para la produccion de elote: La enfermedad del “Achaparramiento” es una de
las mas importantes que ha causado pérdidas en varios paises de América
entre ellos: Estados Unidos, México, Centroamérica y el Caribe, Pert1 y Ar-
gentina (Nault 1980, Bradfute et al., 1981, Henriquez y Jeffers, 1997; Gordon
et al., 1997; Urbina, 1997; Giménez et al., 2002) y ha sido un factor limitante

en zonas tropicales y subtropicales.

El complejo de la “Mancha de Asfalto” (CMA), asociado a los hongos Phy-
llachora maydis y Monographella maydis, es una enfermedad que desde principios
de la década de los 90’s se ha convertido en el principal factor limitante en
la produccion de maiz en algunas zonas del tropico humedo, subhumedo y
zonas de transicion en diversas regiones de México y Centroamérica (Hock et
al., 1989). La incidencia del CMA provoca severas pérdidas en rendimiento,
deteriora la calidad del forraje y tiene el potencial de destruir algunas parcelas
en su totalidad (Pereyda et al., 2009). En México la enfermedad se considera
potencialmente importante en unas 800 mil hectareas distribuidas en los Es-

tados de Jalisco, Nayarit, Michoacan, Veracruz, Oaxaca, Chiapas y Guerrero

(Gomez et al., 2013).

Tizon foliar causado por el hongo Helminthosporium turcicum, es presente
en condiciones tropicales y subtropicales y requiere de bajas temperaturas y
alta humedad relativa, similar a los requerimientos en el complejo mancha
de Asfalto, estas condiciones son particularmente frecuentes en el sureste de
México en siembras tempranas en el ciclo otofio invierno bajo condiciones de
tonalmil, la cual se logra con la humedad residual del temporal y las lluvias

. . « ”»
ocasionales provocadas por los vientos “nortes”,

La pudricion de mazorca es la enfermedad mds comun en todo el mundo

en climas calidos humedos y secos (De Ledn 1984). Las enfermedades que ata-
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can el grano y la mazorca pueden reducir considerablemente el rendimiento,
la calidad, y el valor alimenticio (Jugenheimer, 1981). En México se reporta
en los principales estados productores de este cereal (Cepeda y Orozco, 1989).
En el tropico humedo de México, este problema es frecuente en 4reas que
presentan mayor humedad relativa y nubosidad (Betanzos, 2001). Las condi-
ciones que favorecen la infeccion de hongos patdgenos en la mazorca son un
ambiente seco al inicio de la estacion, seguido de humedad antes y después
de la salida de los estigmas (Ireta, 1988). Los agentes causales que atacan ma-
yormente al grano y la mazorca pertenecen a los géneros: Giberella en climas
templados, Fusarium en templado, subtropical, y tierras altas del tropical; Di-
plodia en las subtropicales y Botrydiplodia durante el verano en clima tropical.
Malaguti (2000), por su parte mencionan que las pudriciones ocurren cuando
hay periodos muy hiumedos durante la formacién de los granos y sugiere que
los hongos m4s frecuentes son: Fusarium moniliforme, Diplodia maydis, Nigros-
pora orizae, Cladosporium herbarum y varias especies de Penicillium, Aspergillus y

Rhizopus.

En el mejoramiento genético de maiz para el trépico, se ha identificado
germoplasma derivado de la raza Tuxpefio, con tolerancia a las principales
enfermedades; Asi, en el norte del estado de Veracruz durante el ciclo otofio
invierno, bajo presion natural de “Mancha de asfalto” causada por el hongo
Phillachora maydis y del tizon foliar causado por el hongo Helminthosporium
turcicum fue identificado el hibrido H-513, cuya genealogia corresponde a la
cruza simple LT154xL’T155, definida como tolerante a la mancha de Asfalto
y Tizén foliar; Particularmente, esta cruza simple, es el progenitor hembra
de los hibridos H-520, H-518 liberados en Cotaxtla, Ver y H-562 liberado
en Iguala Guerrero para la region Costera del Pacifico; Asi también, H-565,
H-563, tolerante a mancha de asfalto y cuya genealogia es (CML-311-5-1-3-1
x CML-269-1-2-1-3-1)xLT154 (Gomez et al., 2008; Gomez et al.,, 2013). Por
lo que se refiere a la tolerancia al “Achaparramiento”, los hibridos H-513,
H-520, H-518, (CML264xCML150)CML491, H-564C presentaron menor
incidencia y menor severidad de dano por “Achaparramiento” en planta y
en mazorca (Sierra et al., 2010; Sierra et al., 2007); Finalmente, los hibridos
H-513, H-520, H-518, H-371C, CML146xCML142, CML176xCML144, CL-
Q6203xCML150, CLQ6601xCML172, presentaron buena cobertura de la
mazorca, buen aspecto y sanidad de planta y de mazorca y con menor dafo de
pudricion de mazorca (Sierra et al., 2004). Los objetivos del presente trabajo

fueron: a) Realizar un diagnostico sobre las enfermedades del cultivo de maiz
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mas importantes en el drea tropical y subtropical en el sureste de México, b)
Compendiar trabajos sobre tolerancia a las principales enfermedades de maiz
y ¢) Identificar germoplasma con tolerancia a las principales enfermedades

del maiz.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion y area de influencia. Los trabajos de investigacion para toleran-
cia al achaparramiento y tolerancia a la pudricién de mazorca se realizaron
en el Campo Experimental Cotaxtla, perteneciente al Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y las localidades
Tlalixcoyan, Ignacio de la Llave, San Andrés Tuxtla, Papantla, Isla en Vera-
cruz y Huimanguillo, Tabasco comprendidas dentro del area de influencia en
el Trépico Himedo de México, que engloba al grupo climatico A (Aw, Am y
Af), segiin Garcia (2004). El campo se ubica a los 18" 50’ latitud norte y 96’
10’ longitud oeste, a 15 msnm, con temperatura media anual de 25 °C y pre-
cipitacion anual de 1400 mm distribuidos de junio a octubre. Su suelo es de
origen aluvial, profundo, con textura media en todo el perfil, buen drenaje,

pH ligeramente acido (6.6) y pendiente menor de 1 %.

Germoplasma. El germoplasma utilizado en la investigacion pertenece a la
raza tuxpeno, integrado con variedades y sintéticos de polinizacion libre, hi-
bridos y lineas progenitoras de hibridos, tanto liberados como en fase experi-

mental, para el Tropico Humedo de México.

Variables y registro de datos. Durante el desarrollo del cultivo se registraron
las variables agronémicas: Rendimiento de grano y caracteristicas agronomi-
cas, de manera adicional para la identificacién de germoplasma tolerante se
registraron las variables: porcentaje de plantas con daiio de achaparramiento,
severidad del dafio por achaparramiento con escala de 1 a 9 donde, 1 es el
menor dafio y 9 representa el daino mayor, tomando en cuenta coloracion
amarillo-rojizo de las hojas en los tercios de la planta, reduccion de la altura
y proliferacién de mazorcas, porcentaje de mazorcas con dafio de achaparra-
miento (mazorcas pequenas, chupadas y sin grano), altura de planta y de ma-
zorca, dias a floracion masculina y femenina, aspecto y sanidad de planta y de
mazorca con escala de 1 a 5 donde, 1 es lo mejor y 5 es lo peor; En la identi-

ficacion de genotipos para tolerancia a la pudricion de mazorca se registraron
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ademas las variables aspecto y sanidad de planta y de mazorca, % de plantas
acamadas, % de mazorcas con mala cobertura, % de mazorcas podridas y ren-

dimiento de grano.

Procedimiento. Para la identificacion de germoplasma con tolerancia a las
principales enfermedades de maiz para el tropico, se considerd el ambiente
natural con la presencia del Agente causal; Asi, para el Achaparramiento la
evaluacion fue en las localidades de Tlalixcoyan e Ignacio de la Llave, en la
region central de Veracruz, region elotera, donde comercialmente existen fe-
chas de siembra escalonadas y donde la incidencia del “Achaparramiento” y
del vector en forma natural estuvieron presentes; Para pudriciones de mazorca
causadas por Diplodia maydis y Fusarium moniliforme, fue la localidad de San
Andrés Tuxtla el sitio principal de evaluacion, donde es frecuente e impor-
tante los daios de pudriciones durante el ciclo primavera verano y bajo con-
diciones de temporal; En lo que se refiere al complejo dela mancha de asfalto,
esta se realizd durante el ciclo otofio invierno en los estados de Veracruz y
Guerrero, donde en forma natural esta enfermedad estuvo presente. Esta in-
formacion fue documentada en su momento y en esta ocasion se compendia
en esta contribucion: Ademas, de manera continua, en cada ciclo de siembra
en experimentos de lineas, de cruzas o variedades de polinizacion libre se re-
gistran las variables de aspecto y sanidad de planta y de mazorca, que hace re-
ferencia a la expresion total y a la sanidad en planta y mazorca con una escala
de calificacion de 1 a 5, donde 1 corresponde a la mejor expresion fenotipica
y 5 para lo peor.

Métodos estadisticos. Se hicieron analisis de varianza individuales para las
variables en estudio y analisis combinado para rendimiento, porcentaje de
plantas y severidad por achaparramiento en planta y porcentaje de dafo por
achaparramiento en mazorca (Reyes, 1990). Los datos registrados en porcenta-
je fueron transformados a grados angulares (bliss), para proceder al anilisis de
varianza. Se hicieron correlaciones fenotipicas entre las variables: rendimiento
con porcentaje de daino por achaparramiento en planta y mazorca, severidad,
porcentaje de dafio en planta con porcentaje de dafio en mazorca, y esta ulti-
ma con aspecto y sanidad de mazorca. Para conocer el comportamiento de los
genotipos a través de los tres ambientes de evaluacion, para la variable rendi-

miento de grano se aplicé el modelo de parametros de estabilidad propuestos

por Eberhart y Russell (1966).
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RESULTADOS Y DISCUSION

“Achaparramiento”

En México se han reportado dafios en la peninsula de Yucatan y en la
region costera del Golfo se han registrado dafios mayores al 25 % en siem-
bras comerciales en Veracruz (Sierra et al., 2004). Esta enfermedad es provo-
cada al interactuar sobre la planta tres patdgenos: el Virus del rayado fino del
maiz MRFV el espiroplasma del maiz CSS Spiroplasma kunkelii y el Phytoplasma
del Enanismo arbustivo del maiz MBSM. (Bradfute et al., 1981). En México
MBSM es mas prevalente que el CSS en altas elevaciones de 2000 metros,
mientras que en medias o bajas elevaciones menores de 2000 metros es lo

contrario. Ambos patdgenos son transmitidos por chicharritas de los géneros
Dalbulus y Baldulus, D. maidis (Madden y Nault, 1983).

Al evaluarse 10 hibridos con y sin infestacién de D. maydis en Cotaxtla, Ve-
racruz, se determino que el hibrido H-371C rindi6 4.66 ton ha-!, y el hibrido
H-513 registrd un rendimiento de 2.27 t ha', la tolerancia se debi¢ principal-
mente a que los genotipos registraron menor porcentaje de plantas y mazorcas
con sintomatologia del complejo del achaparramiento (Sierra et al., 2004). El
INIFAP ha generado los hibridos H-518 y H-520 los cuales son hibridos trili-
neales que usan como progenitor hembra el hibrido H-513 y particularmente,

el H-520 ha registrado tolerancia a la enfermedad del achaparramiento. (Sie-

rra et al., 2004)
Rendimiento de grano

Con relacion al rendimiento de grano de hibridos y variedades de maiz
(Cuadro 1), se encontro que el hibrido trilineal H-520 registro el rendimiento
medio por localidad y a través de localidades mas alto (6.98 t ha') a través de
las tres localidades. Cotaxtla registro el rendimiento medio mas alto (7.46 t
ha'), mientras que Tlalixcoyan e Ignacio de la Llave tuvieron los rendimientos
mas bajos (3.81 y 3.32 t ha'), lo cual significa una pérdida de 51 y 44 %, para
cada localidad respectivamente, debido a la presencia de la enfermedad del
“achaparramiento”. Lo anterior sugiere la importancia de obtener genotipos
con alto potencial de rendimiento y tolerantes a esta enfermedad (Cano et al.
2000; Sierra et al. 2004; Henriquez y Jeffers, 1997; De Ledn, 1984 y Gordon
et al.1997).
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Cuadro 1. Rendimiento de grano en hibridos y variedades de maiz. Veracruz 2005B.

Genealogia Cotaxtla Tlalixcoyan diglf:i;fll:ve Promedio  Bi Sadi TC Descripciéon
H-520 9.81* 5.81* 5.26* 6.98** .10 -0.35 37.38* BAC
H-513 1.54 5.48* 5.04* 6.02 0.59 034 1217 E
H-518 8.79* 4.38** 3.92* 5.70 1.19  0.34 7.00 E
C-343 9.36* 4.49** 2.41 5.42 1.55  0.54 1.87 E
H-519C 7.98** 2.43 351 4.64 1.24  1.09 0.65 BAI
SINT 3 6.48 3.73 3.39** 4.53 0.75 -035 4345 DAC
VS-536 6.21 3.32 3.27 4.27 0.74 -0.30 -3.74 E
A-7573 7.95** 3.25 1.26 4.15 1.49  0.45 1.76 E

V-537C 5.87 2.80 2.98 3.88 0.75 -0.20 -2.04 E
V-556AC 4.62 2.40 2.16 3.06 0.60 -0.35 -34.06 DAC
Promedio 7.46 3.81 3.32 4.86 - - e -

CV (%) 8.26 12.86 19.52 12.67 e oo oo oo

CME 0.38 0.24 0.42 0.35 - - - -

* Significancia de los tratamientos al 0.05 de probabilidad; CV = % Coeficiente de variacion

** Significancia de los tratamientos al 0.01 de probabilidad; CME = Cuadrado medio del error, Sig. F = Signi-
ficancia de F; BAC = Respuesta mejor en buenos ambientes y consistente; E= Estable; BAI = Buena respuesta
en buenos ambientes, pero inconsistente; DAC = Respuesta mejor en ambientes desfavorables y consistente.

Daiio por “achaparramiento”

Los sintomas principales observados fueron la coloracion rojiza y la proli-
feracion de jilotes que corresponden al patdgeno Phytoplasma del enanismo
arbustivo del maiz (MBSM); en menor proporcion se presentaron sintomas
de bandas blancas y amarillas que corresponde a la presencia del patogeno
Spiroplasma del maiz (CSS); De Leon, 1984; Bradfute et al. 1981; Giménez et
al. 2002 y Henriquez y Jeffers, 1997 (Figura 1).

Sierra et al. (2010), reportan informacién sobre el dafio de achaparramien-
to tanto en planta como en mazorca. El porcentaje de dafo por achaparra-
miento en plantas de maiz en las localidades de La Torrecilla, Municipio de
Tlalixcoyan, Ignacio de la Llave y Cotaxtla, Ver., registr6 un porcentaje de
dafo promedio de 21.44, 47.45 y 6.57 % en cada localidad respectivamente.
Los genotipos que registraron el menor dafio por esta enfermedad al nivel
de significancia del 0.01 de probabilidad fueron: los hibridos H-520, H-513,
H-518 y C-343 con 14.57, 16.91, 17.74 y 21.97 % para cada genotipo respecti-

vamente (Cuadro 2).
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Figura 1. Sintomatologia de la enfermedad del Achaparramiento en maiz

Cuadro 2. Porcentaje de dano y severidad por achaparramiento en planta y mazorca de maiz en tres ambientes del estado de Veracruz

2005B.
Torrecilla Ignacio de la Llave Cotaxtla Promedio
Genotipo PPA S PDM PPA S PDM PPA S PDM PPA S PDM
H-520 7.86* 3.5% 22.17* 32.49*  2.5%  24.99* 335 157 1.35 14.57*  2.5% 16.18*
H-513 11.77* 4~ 36.94* 34.69*  3* 10.94*  4.28*  1.5* 6.10 16.91*  2.83* 17.99*
H-518 15.22* 5 40.36* 34.19* 3.5  25.62*  3.82* 35 8.72 17714 4 24.90**
C343 15.46* 3* 64.27 4727 6.5 44.47 3.9 2* 6.27 21.97**  3.8** 3834
SINT 3 18.75** 5 52.38 46.78*  5* 24.96*  6.18*  3** 9.50 23.90 433 2895
VS536 24.26 7 59.66 45.96* 5% 25.73* 637" 4 5.60 25.53 533 3033
H519C 28.15 7 65.26 58.33 6**  38.30 4.69* 2.5%  12.96 30.39 517 3883
A-1573 25.517 4> 99.10 58.04 6.5 9280 15.07 4 11.57 32.89 483  67.83
V537C 35.88 7 64.43 57.06 75  24.80*  6.14* 4 5.28 33.03 6.17 31.50
V556AC 31.53 6.5 45.88**  59.15 85 3432 1261 3.5 5.15 34.63 6.17 2845
Prom 21.44 520  55.05 41.45 54 34.69 6.57 2.95 725 25.16 452 3233
CV (%) 8.57 15.7 8.35 828 212 19.13 18.25 17.61  16.83 10.19 19.15  15.59

* Significancia de los tratamientos al 0.05 de probabilidad; ** Significancia de los tratamientos al 0.01 de probabilidad; PPA = Porcen-
taje de plantas con achaparramiento; S = Severidad; PDM = Porcentaje de dafio en mazorca; CV = % Coeficiente de variacion; Prom.
= Promedio.
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Con relacion a la severidad de dafio por “achaparramiento” en planta, se
encontrod que Tlalixcoyan e Ignacio de la Llave presentaron la mayor severi-
dad de dafio promedio con valores de 5.2 y 5.4 mientras que la localidad de
Cotaxtla present6 la menor severidad (2.95). Los genotipos en los que el daio
fue menos severo fueron: H-520, H-513 y C-343 con valores promedio fueron
2.5, 2.83 y 3.83. El dano por “achaparramiento” en mazorca, registraron pro-
medios de 55.05 % en Tlalixcoyan, 34.69 % en Ignacio de la Llave y 7.25 % en
Cotaxtla, con un promedio general de 32.38 %. Los genotipos con mayor to-
lerancia al “achaparramiento”, fueron H-520, H-513, H-518 y C343, De estos
genotipos, H-520 y H-518 usan como progenitor hembra al hibrido de cruza
simple H-513 tolerante a la enfermedad (Jeffers et al., 2004; Sierra et al., 2004).

Por lo que se refiere a localidades Cotaxtla registré un rendimiento de
grano promedio de 7.46 t ha'; en la variable porcentaje de dafio en planta
por achaparramiento, en Ignacio de la Llave se registro el valor promedio mas
alto 47.45 %, seguido de La Torrecilla, Municipio de Tlalixcoyan con 21.44
% vy el valor mas bajo fue para Cotaxtla 6.57 %; Asi también, en la variable
severidad fueron las localidades de Ignacio de la Llave y La Torrecilla, Ver., los
que tuvieron los valores mas altos de 5.4 y 5.2 para cada localidad respectiva-
mente. Tlalixcoyan e Ignacio de la Llave son 4reas donde la siembra de maiz
para la produccién de elote es importante y la siembra en fechas escalonadas

no permite romper con el ciclo del vector, la chicharrita D. maydis.
Correlaciones fenotipicas

De los trabajos reportados por Sierra et al., 2010, se encontrd correlacion
negativa y altamente significativa entre rendimiento de grano con porcentaje
de achaparramiento en planta (-0.78**), severidad del dafio en planta (-0.81**)
y con porcentaje de achaparramiento en mazorca (-0.71**), lo que nos indi-
ca que entre mayor es el dafo por achaparramiento en planta y mazorca y
severidad, el rendimiento de grano es menor. La variable porcentaje de acha-
parramiento en planta registré correlacion positiva y altamente significativa
con severidad del dafio (0.77**), con el porcentaje de mazorcas con achapa-
rramiento (0.44*) y con sanidad de planta (0.81**). Finalmente, se encontrd
correlacion positiva y altamente significativa entre porcentaje de mazorcas con
achaparramiento y las variables aspecto de mazorca (0.84**) y sanidad de ma-
zorca (0.81*%), estos valores sugieren que la enfermedad del achaparramiento

afecta el rendimiento de grano y la calidad de mazorca y de grano (Gordon,

et al. 1997).
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Pudricion de mazorca

La pudricion de mazorca es la enfermedad mas comun en todo el mundo
en climas cdlidos humedos y secos, (De Leén 1984). Las enfermedades que
atacan el grano y la mazorca pueden reducir considerablemente el rendimien-
to, la calidad, y el valor alimenticio, (Jugenheimer, 1981). En México se re-
porta en los principales estados productores de este cereal (Cepeda y Orozco,
1989). En el tropico humedo de México, este problema es frecuente en 4reas
que presentan mayor humedad relativa y nubosidad (Betanzos, 2001). Las
condiciones que favorecen la infeccion de hongos patdgenos en la mazorca
son un ambiente seco al inicio de la estacién, seguido de humedad antes y
después de la salida de los estigmas (Ireta, 1988). Los agentes causales que
atacan mayormente al grano y la mazorca pertenecen a los géneros: Giberella
en climas templados, Fusarium en templado, subtropical, y tierras altas del tro-
pical; Diplodia en las subtropicales y Botrydiplodia durante el verano en clima
tropical. Malaguti, (2000), por su parte mencionan que las pudriciones ocu-
rren cuando hay periodos muy himedos durante la formacién de los granos
y sugiere que los hongos mads frecuentes son: Fusarium moniliforme, Diplodia
maydis, Nigrospora orizae, Cladosporium herbarum y varias especies de Penicillium,
Aspergillus y Rhizopus. Diplodia maydis es muy importante en la mayoria de las
dreas donde el maiz se cultiva extensivamente. El hongo es la causa de una
considerable cantidad de manchas de las hojas, rompimientos del tallo, ma-
zorcas caidas, calidad pobre del grano y bajos rendimientos (Jugenheimer,
1981). Estos patégenos se encuentran generalmente en lugares templados y
calidos con abundante humedad (Jugenheimer, 1981). La pudricién se inicia
en la base de la mazorca y se extiende a todos los granos conforme avanza
hacia la punta (Figura 2). Los sintomas iniciales en la mazorca comprenden
una tonalidad verde grisaceo de las espatas, las que se marchitan y secan; la
infeccion temprana ocasiona la pudricion completa de la mazorca, se arruga y
presenta un color pardo grisaceo o amarillento, con un desarrollo algodonoso

entre los granos (Jugenheimer, 1981).

La pudriciéon de la mazorca es mas comun en épocas con periodos de po-
linizacion secos, seguidos por tiempo humedo y las mazorcas son mas sus-
ceptibles a la infeccion, dos a tres semanas después de la floracion femenina
(Jugenheimer, 1981). Sierra et al. (2004), de una evaluacion de hibridos de
maiz por su tolerancia a la pudricion de mazorca se encontré un grupo de

11 sobresalientes para rendimiento de grano (Cuadro 3) y 9 sobresalientes
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Figura 2. Pudricion de mazorca causada por los hongos en maiz Diplodia maydis, Fusarium moniliforme y
en menor proporcion Nigrospora orizae

Cuadro 3. Rendimiento de grano t ha' y parametros de estabilidad de hibridos de maiz con alta calidad de proteina

a través de ambientes CIRGOC 2001B y 2002B.

Trat Genealogia PROM % Relativo  Bi §* Di Tcalc Descripcion
60 REMACO38 7.12* 112 1.34 -0.31 1.96 E
33 CLQ6203XCML150 7.10* 112 1.30 0.27 1.60 E
36 CMLI146XCML142 7.08% 111 1.51 0.45 1.50 E
59 REMACO37 6.93* 109 1.16 0.25 0.81 E
58 H-520 6.87* 108 1.66 0.13 2.93* BAC
39 CMLI176XCML142 6.87* 108 1.25 0.04 1.02 E
53 H-553 C 6.79* 107 1.15 0.44 1.16 E
43 H-363 C 6.75* 106 1.12 0.38 0.36 E

1 (CMLI41XCML144)XCML142 6.73* 106 1.14 0.66 0.36 E
40 CMLI176XCML144 6.67* 105 0.97 0.47 -0.08 E
55 H-559 C 6.64* 104 0.92 0.22 040 E
10 (CML144XCML159)XCML186 6.54** 103 1.30 0.10 1.09 E
62 PANTERA 6.53** 103 1.15 0.43 0.43 E
12 (CML149XCML186)XCML142 6.53** 103 1.15 -0.38 1.00 E
34 CLQ6601XCML172 6.51** 102 1.28 -0.39 1.85 E
15 (CML149XCMLI186)XCML176 6.49** 102 0.78 0.32 -1.26 E
30 (CML186XCML142)XCML176 6.44* 101 0.80 0.08  -0.83 E
26 (CML177XCMLI186)XCML142 6.41** 101 0.63 0.30 -2.05 E
17 (CMLI158XCML144)XCML176 6.40** 101 0.75 -0.33 -1.51 E
31 (CML186XCML146)XCML142 6.36 100 1.10 0.45 0.29 E
63 H-513 6.36 100 1.05 .50 0.53 E
19 (CML173XCML142)XCML186 6.33 100 1.52 -0.00 2.03 BAI

11 (CML146XCML142)XCML159 6.25 98 0.89 0.09 -0.38 E
50 H-519 C 6.06 95 0.95 0.37 -0.34 E
56 H-516 5.80 91 0.90 0.50  -1.07 E

PROMEDIO 6.15

CcvV 12.38

FSIG 1
DMSO0.05 0.56
DMS0.01 0.74

E= Estable; BAC= Responde mejor en buenos ambientes. Consistente; BAI= Buena respuesta en todos los ambien-
tes, pero Inconsistente.
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para porcentaje de mazorcas podridas al 0.05 de probabilidad (Reyes, 1990)
(Cuadro 4), de los cuales H-520 y H-518 son hibridos trilineales normales y
7 son hibridos con alta calidad proteinica, tales son: CLQ6203 x CML150,
CLQ6601 x CML172, H-371C, CML176 x CML144, H-554C, CML146 x
CML142, y H-551C. (Vasal 1994; Larkins et al., 1994).

En relacion con el porcentaje de mazorcas podridas, San Andrés Tuxtla,

registré el mayor porcentaje de dafio promedio (29.88%). Lo anterior debido

Cuadro 4. Porciento de mazorcas podridas en hibridos de maiz con alta calidad de proteina. CIRGOC 2001B y 2002BY

Trat Genealogia Cot0l Papan 01 Huim 01 Huim 02 Cot02 Sat 02 Prom
33 CLQ6203XCML150 34 1.19 0 0 0 12.16 2.79*
34 CLQ6601XCML172 0.3 1.13 0 0 0 16.24 2.95*%
57 H-518 4.3 2.5 1.32 0 0.13 14.68 3.82%
47 H-371 C 3.2 2.7 0 0.98 1.33 19.23 4.57*
58 H-520 3 5 0 0 1.23 19.22 4.74*
40 CML176XCML144 1.4 1.09 0 0 1.89 26.19 5.10%
54 H-554 C 1.6 5.74 1.35 0 1.04 21.42 5.19*
36 CML146XCML142 3.9 8.29 0 0 1.53 17.77 5.25*
51 H-551 C 1.7 3.31 0 0 4.08 22.43 5.25*
60 REMACO38 1.3 4.85 0 0 0 2592 5.35%*
63 H-513 1.3 5.13 3.77 0 0.14 22.81 5.53**
59 REMACO37 2.9 7.63 0 0 0.46 24.63 5.94**

1 (CML141XCML144)XCML142 6.2 0 0 0 0.13 29.38 5.95%*
39 CML176XCML142 4.7 5.99 0 0 1.26 24.42 6.06**
52 H-552 C 0.8 7.14 0 0 0.72 29.77 6.41**
31 (CMLI186XCML146)XCML142 5.9 5.53 0 0 1.86 26.08 6.56%*
4 (CML142XCMLI149)XCML176 8.4 2.13 0 0.89 1.91 26.69 6.67"
43 H-363 C 2.5 11.01 0 0 2.86 25.59 6.99**
48 H-441 C 5.4 2.28 1.85 0 4.25 30.17 7.33*
11 (CML146XCML142)XCML159 1.6 1.32 1.19 0 4 24.54 7.44*
50 H-519 C 3.1 2.09 2.28 0 2.28 35.21 7.49**
26 (CMLI177XCML186)XCML142 5.6 2.22 1.16 0 1.78 34.35 7.52%*
8 (CML142XCML186)XCML144 33 11.25 2.33 1 1.37 26.36 7.60%*
55 H-559 C 33 5.77 1.04 1.75 1.95 32.71 1.75
64 H-558C 1.8 18.75 1.28 0 3.28 15.89 7.83
53 H-553 C 3.9 11.74 0 3.69 4.59 24.51 8.07
41 CML176XCML159 5.6 4.84 0 0 0.15 38.82 8.24
56 H-516 8.7 9.52 4.89 0 0.94 28.8 8.81
19 (CMLI173XCML142)XCML186 14.1 25.38 1.09 0.94 6.16 34.47 13.69
25 (CML177XCML149)XCML186 14.4 13.41 3.41 212 0.92 50.28 14.09

PROMEDIO 7.65 8.57 2.08 0.57 2.31 29.88 8.51

LSD 8.8 0 0 0 0 15.57 1.46

CV (%) 57.3 32.08 46.17 32.94 42.22 25.94 21.97
FSIG 1 0 0 0 0 5 1

1/ = Ciclo primavera - verano; * = Significancia de los tratamientos al 0.05 de probabilidad; ** = Significancia de los tratamientos al

0.01 de probabilidad; COT= Cotaxtla, PAPAN= Papantla, HUIM = Huimanguillo, SAT= San Andrés Tuxtla, Veracruz
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a que dicha localidad presenta condiciones climaticas que favorecen la presen-
cia de los hongos Fusarium moniliforme y Diplodia maydis, agentes causales de
la pudricion de mazorca, como son: alta humedad relativa y alta nubosidad
durante la floracion y el periodo de llenado de grano (Betanzos, 2001; Jugen-
heimer, 1981) (Cuadro 4). Los agentes causales de la pudricién de mazorca en
la localidad de San Andrés Tuxtla, Ver. fueron Fusarium moniliforme, Diplodia

maydis y en menor proporcion Nigrospora orizae.
Complejo “Mancha de Asfalto”

El denominado complejo de la mancha de asfalto (CMA), asociado a los
hongos Phyllachora maydis y Monographella maydis, es una enfermedad que des-
de principios de la década de los 90’s se ha convertido en el principal factor
limitante en la produccién de maiz (Zea mays) en algunas zonas del trépico
humedo, subhtimedo y zonas de transicion (Hock et al., 1989) en diversas
regiones de México y Centroamérica (Figura 3). La incidencia del CMA pro-
voca severas pérdidas en rendimiento, deteriora la calidad del forraje (Pereyda
et al., 2009) y tiene el potencial de destruir algunas parcelas en su totalidad.
En México la enfermedad se considera potencialmente importante en unas
800 mil hectareas distribuidas en los Estados de Jalisco, Nayarit, Michoacan,
Veracruz, Oaxaca, Chiapas y Guerrero (Gomez et al., 2013).

En el tropico y subtropico de México se siembran un poco mas de 4.0 mi-
llones de hectareas de maiz (Gomez et al., 2013). En estas dreas, la enfermedad

foliar “Mancha de asfalto” afecta mas de 500 mil hectireas en los Estados

Figura 3. Sintomas de “Mancha de Asfalto” en planta de maiz causada por Phyllachora maydis y Monographella maydis.
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de Nayarit, Jalisco, Guerrero, Chiapas y Veracruz. El complejo mancha de
asfalto (CMA) del maiz (Zea mays), inducido por los hongos Phyllachora maydis
y Monographella maydis, es una enfermedad de importancia econdmica. El me-
joramiento genético de la resistencia del hospedante a través de la generacion
de genotipos resistentes representa la medida de control mas eficiente para la
enfermedad (Hernandez et al., 2015; Hock et al., 1989). La Mancha de asfalto
Phillachora maydis y Helminthosporium turcicum prosperan preferentemente bajo
condiciones alta humedad relativa y bajas temperaturas, condicién que en el
sureste de México es frecuente en las siembras del ciclo otofio invierno bajo
condiciones de tonalmil, siembras que se logran con la humedad residual del

temporal y las lluvias ocasionales provocadas por los vientos “nortes” (Figura

4)

Figura 4. Sintomas del tizén foliar causado por Helminthosporium turcicum

En el norte del estado de Veracruz durante el ciclo otofio invierno, bajo
presion natural de “Mancha de asfalto” causada por el hongo Phillachora
maydis y del tizén foliar causado por el hongo Helminthosporium turcicum fue
identificado el hibrido H-513, cuya genealogia corresponde a la cruza simple
LT154xLT155, definida como tolerante a la mancha de Asfalto y Tizon foliar;
Particularmente, esta cruza simple, es el progenitor hembra de los hibridos
H-520, H-518 liberados en Cotaxtla, Ver y H-562 liberado en Iguala Guerrero
para la region Costera del Pacifico; Asi también, H-563, tolerante a mancha de

asfalto y cuya genealogia es 4 (CML-311-5-1-3-1 x CML-269-1-2-1-3-1)xL'T154

El mejoramiento genético de la resistencia del hospedante a través de la

generacion de genotipos resistentes representa la medida de control m4s efi-
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ciente para la enfermedad. La seleccion recurrente podria ser el método de
mejoramiento mas Gtil para acumular e incrementar los niveles de resistencia

a la enfermedad en poblaciones sintéticas o compuestas (Herndndez et al.,

2015).
Retos en el mejoramiento genético

Identificacion de fuentes de resistencia a través de la evaluacion de ger-
moplasma por su tolerancia a las enfermedades Achaparramiento, Complejo
Mancha de Asfalto y pudriciones de mazorca y aprovechamiento del germo-
plasma mejorado y nativo de la raza Tuxpefio y otras razas para la obtencion
de hibridos y variedades de maiz con buen rendimiento y caracteristicas agro-
nomicas favorables y con tolerancia a factores adversos bidticos y abioticos,

adaptados a la region tropical en el sureste de México.

CONCLUSIONES

Los genotipos que registraron el mayor rendimiento y menor porcentaje de

dafio y severidad por “Achaparramiento”, en planta y mazorca fueron: H-520,

H-513, H-518 y C-343.

Las localidades que registraron mayor porcentaje de daio y severidad por
“achaparramiento” en planta y mazorca fueron: Ignacio de la Llave, y La To-
rrecilla, Municipio de Tlalixcoyan, Ver., considerandose ambientes aptos para
seleccionar genotipos tolerantes a esta enfermedad. Se ha identificado ger-
moplasma de maiz con buen rendimiento y caracteristicas agrondmicas y con

tolerancia al complejo “Mancha de asfalto”

Los hibridos con alta calidad de proteina CLQ6203 x CML150, CML146
x CML142, CML176 x CML142, H-553C, H-363, (CML141 x CML144) x
CML142, CML176 x CML144, registraron alto rendimiento de grano y los
mds bajos porcentajes de pudricion de mazorca. En la localidad de San An-
drés Tuxtla se tuvo el porcentaje de pudricion de mazorca promedio m4s alto
(29.88 %), y se considera un ambiente que por sus condiciones climaticas

permite seleccionar genotipos tolerantes a pudriciones de mazorca.
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Resumen

En el tropico y subtrépico de México se siembran un poco mas de 4.0 millones
de hectareas de maiz (Zea mays) (Gémez et al., 2001). En estas regiones se
presentan condiciones climaticas que favorecen la presencia de enfermedades
foliares y destaca por su severidad la mancha de asfalto, que estd constituida por
los hongos Phyllachora maydis, Monographella maydis y Coniothyrium phyllachorae.
Esta enfermedad se ha reportado en los estados de Jalisco, Michoacan,
Hidalgo, Veracruz, Oaxaca y Chiapas (Hock et al., 1989). Adicionalmente,
se ha reportado en los estados de Guerrero (Gonzalez et al., 2008), Nayarit
(Gonzales, 2013) y Estado de México (Rios-Herrera et al., 2016). La mancha
de asfalto provoca severas perdidas en maiz, ocasionando disminucion del
rendimiento hasta del 40 %; sin embargo, en algunos casos las perdidas
han sido totales. Para disminuir estos efectos negativos en la produccion del
maiz, se recomienda realizar control quimico o genético, principalmente. El
objetivo de este documento es presentar informacion de las acciones que se
realizan en el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) Campo Experimental Iguala, para la generacion de maices
mejorados con resistencia a la enfermedad mancha de asfalto como parte del

control genético de la enfermedad.
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Antecedentes

Esta enfermedad fue identificada en los 80’s, crecio y se extendio en casi
todas las areas calidas y semicdlidas humedas y subhimedas de México; fue
muy severa en los 90's en el estado de Guerrero, donde inicialmente se
detecto en el Valle del Ocotito, region conformada por las poblaciones de
Mohoneras, Buena Vista de la Salud, Cajelitos y Rincon de la Via, ubicadas en
el municipio de Chilpancingo, posteriormente, se disemind a comunidades
vecinas, las costas y algunas dreas de la region Norte. A finales de los 90 s, en
el INIFAP Campo Experimental Iguala, se inicio el proceso de mejoramiento
genético al explorar la variabilidad genética del maiz tanto de material tropical
como subtropical y se identificé al hibrido H-563 como el de mayor resistencia,
de este hibrido trilineal se tamizaron sus progenitores y la linea LT154 fue la
de mayor resistencia; por otro lado, el CIMMYT identifico la linea CML576
como su principal fuente de resistencia. Se tiene conocimiento de maices
de empresas trasnacionales que también tienen resistencia a la enfermedad
mancha de asfalto; sin embargo, cuando la infestacion ha sido muy severa
se han tenido dafos en todos los genotipos en los cuales se ha detectado

tolerancia.
Descripcion

La mancha de asfalto es una enfermedad ocasionada por un complejo de
hongos que incluye Phyllachora maydis; Monographella maydis y Coniothyrium
phyllachorae. P. maydis es del orden Phyllachorales en la familia Phyllachoraceae
(EPPO, 2023), es un parasito obligado, sus esporas se propagan por el viento
y bajo condiciones ambientales favorables, varias de estas especies actiian
en sinergia (Rodriguez, 2018). M. maydis es del orden Xylariales y familia
Microdochiaceae (EPPO, 2023) y es un parasito facultativo. C. phyllachorae
es del orden Pleosporales y familia Coniothyriaceae (EPPO, 2023), en la
enfermedad mancha de asfalto es un hiperparasito de los peritecios de P.

maydis.

Uno de los principales efectos de esta enfermedad es la disminucion del
rendimiento de grano debido a la limitacion del 4rea fotosintética total en las
hojas (Johnson et al., 2023). Otro tipo de mermas pueden incluir reducciones

en la calidad del grano o la calidad de hojas utilizadas para envolver alimentos
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(Bajet et al., 1994). La enfermedad mancha de asfalto también es conocida
como mancha negra, pudricion acuosa del tallo, complejo mancha de asfalto,

chamusco, quemazén, entre otros.
Region agroclimatica

La mancha de asfalto se desarrolla en ambientes medianamente frios, pero
con altos niveles de humedad relativa en las regiones tropicales y subtropicales.
Los lugares que presentan ambientes favorables para el desarrollo de la
mancha de asfalto tienen condiciones climaticas que consideran temperatura
promedio mensual de 16 a 22 °C, precipitacién mensual promedio de 150
mm o su equivalente a mas de 75 % de humedad relativa y no menos de
60%; la presencia de 10 a 20 dias nublados también favorece el desarrollo de

la enfermedad.

En México y otras regiones tropicales de América la mancha de asfalto fue
reportada desde hace mas de 30 anos (Hock et al., 1989). Los estados de la
Republica Mexicana en los cuales se ha registrado la presencia de la enfermedad
son: Jalisco, Michoacan, Hidalgo, Veracruz, Oaxaca, Chiapas y Guerrero. En
estos estados se han reportado perdidas de rendimiento promedio del 40 %,

pero se han tenido reportes de pérdidas de mas del 80 % en los estados de

Oaxaca y Guerrero (Gonzalez et al., 2008; Mahuku et al., 2013)
Ciclo de la enfermedad mancha de asfalto

La enfermedad puede mantenerse de un ciclo a otro en residuos de cultivo
sobre el campo, esto ocasiona una fuente permanente de indculo. Sin embargo,
laincidenciay severidad de la enfermedad varia segiin las condiciones del clima
en el temporal (Martinez y Espinoza, 2014). Adicionalmente, la enfermedad
puede presentarse sise tiene alta humedad en el ambiente (10 a 20 dias nublados
en el mes), niveles altos de fertilizacion nitrogenada, dos ciclos de maiz al
ano, genotipos susceptibles, baja luminosidad, edad de alta vulnerabilidad
del hospedante y nivel de virulencia de los patdgenos involucrados (Hock et
al., 1989). El tiempo requerido por P. maydis para completar su ciclo de vida
estd influenciado por las condiciones estacionales. En muchos casos, el ciclo
completo de P. maydis tarddo mas de 7.5 dias en completarse. Asimismo, la
presencia de dafo en la hoja con aspecto de manchas de asfalto (peritecios en

el mesofilo de las hojas afectadas) se presentan solo cuando las plantas de maiz
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se acercan a la madurez (Liu, 1973). Bajo condiciones ambientales favorables,
el complejo de patdgenos que provocan la mancha de asfalto provocan que
el follaje se atizone en menos de ocho dias, debido a coalescencia de lesiones

inducidas por los distintos hongos y atribuido a la produccién de una toxina

(Pereyda-Hernandez et al., 2009).
Sintomas

La sintomatologia de la presencia de la enfermedad mancha de asfalto
inicia con la aparicién del hongo P. maydis que genera la presencia de lesiones
elevadas oscuras, estromaticas de aspecto liso y brillante, de forma oval a
circular, con 0.5 a 2.0 mm de didmetro y forma estrias hasta de 10 mm de
longitud (Parbery, 1967; Hamlin, 1999), posteriormente, se expresa M. maydis
que genera lesiones alrededor de las producidas por P. maydis. Al principio se
observa un halo de forma eliptica, color verde claro de 14 mm, posteriormente,
es necrotico y provoca el sintoma conocido como ojo de pescado. En lesiones
jovenes, es comun encontrar a Microdochium sp, anamorfo de M. maydis. El
tercer hongo presente en esta enfermedad es Coniothyrium phyllachorae Maubl.,

que confiere una textura ligeramente dspera al tejido necrético de la planta

(Pereyda et al. 2009).
Variedades de maiz y su tolerancia a mancha de asfalto

Se ha explorado y expuesto a la mancha de asfalto gran diversidad genética,
tanto de variedades e hibridos de maiz, como de lineas elite y experimentales:
de manera que se han identificado materiales con diferente grado de tolerancia.
Los materiales terminados con mayor resistencia son H-563 y H-377, con
adaptacion a dreas tropicales y subtropicales, respectivamente; también debido
a la exposicion continua a partir de los afos 90’s, en el Valle del Ocotito, se ha
detectado que los maices nativos regionales ya presentan mayor tolerancia a la
enfermedad, estos maices provienen de introgresiones entre las razas Olotillo
y Tuxpeno. En el caso de lineas mejoradas las de mayor tolerancia son, LT154
del INIFAP y CML576 (T10) del CIMMYT, que adicionalmente tiene muy
buena aptitud combinatoria general; por lo tanto, el Programa de Maiz
del INIFAP, en el estado de Guerrero, estd explorando combinaciones que
incluyan estos progenitores y otros mas como B49 que es progenitor del H-377.

Con estas lineas y otras con tolerancia a la mancha de asfalto como son T48,
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CML311, CML549, entre otras, se han formado dos sintéticos para conjuntar
la resistencia en ellas, estos son, una poblacion tropical y otra subtropical
que seran fuente de resistencia horizontal y donadores de resistencia en la
generacion de nuevas lineas. En el proceso de mejoramiento genético se
han generado variedades de grano blanco y amarillo, obtenidas al tamizar
cerca de mil lineas S1 contra la mancha de asfalto en el Valle del Ocotito.
Actualmente, se cuenta con los hibridos H-562, H-565 y la variedad V-569
A, como materiales tolerantes a esta enfermedad, asi como, otros hibridos
identificados por el CIMMYT con caracteristicas similares. A continuacion, se
realiza una breve descripcién de los maices mejorados generados en el INIFAP
Campo Experimental Iguala que tienen al menos una linea con tolerancia a

la mancha de asfalto.

H-562. Fue inscrito en el Catilogo Nacional de Variedades Vegetales del
Servicio de Inspeccion y Certificacion de Semillas con el nimero MAZ-692-
291105 y titulo de obtentor 332. El H-562 es un hibrido trilineal, cuya hembra
es la cruza simple L'T-154 x LT-155, estas lineas provienen de las poblaciones
Tuxpenio Crema y La Posta, respectivamente; el macho es la linea endogamica
subtropical B, obtenida a partir de un sintético tardio formado con lineas
de hibridos comerciales del subtrépico. Este hibrido tiene adaptacion amplia
y ha sobresalido en evaluaciones en las regiones cdlidas y semicalidas de los
estados de Tamaulipas, Yucatan, Chiapas, Guerrero, Nayarit y Sinaloa. El
H-562, produce mazorca grande de grano blanco semidentado y presenta

resistencia a tizones, royas y mancha de asfalto (Gémez et al., 2008).

H-563. Es un hibrido trilineal de maiz que tiene como hembra a la cruza
simple CML-311 x CML-269 y como macho a la linea endogdmica LT-154. Se
registré en el CNVV del SNICS con el namero MAZ-795-150806 vy titulo de
obtentor 333. El hibrido H-563 tiene grano blanco con textura semicristalina,
sus plantas tienen altura promedio de 257 cm y se adapta a climas tropicales
y del subtrépico bajo, se puede sembrar en regiones calidas y semicalidas
desde Sinaloa hasta Chiapas por la costa del Pacifico y desde Tamaulipas
hasta Yucatan por la vertiente del Golfo de México, asi como, en los estados
de Morelos y Estado de México. En las evaluaciones previas a su liberacion
comercial en localidades con presencia de la mancha de asfalto el H-563
presento dafios de mazorca derivados de la misma en porcentajes de 2.7 a 3.6,

en las mismas evaluaciones los hibridos comerciales incluidos como testigos

presentaron dafnos del orden de 26.3 hasta 60.9 % (Goémez et al. 2013).
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H-565. Es un hibrido trilineal de maiz registrado en el CNVV del SNICS
con el numero MAZ-987-210509 vy titulo de obtentor 719. Este hibrido estd
constituido por la cruza simple de T48 x T47 que funge como hembra y la
linea LT154 como macho. El hibrido comercial tiene como principales
caracteristicas, porte alto de planta (265 a 290 c¢m), ciclo biolégico de 130

dias y presenta tolerancia a la mancha de asfalto (Gomez-Montiel et al., 2013).

V-569 A. Esta es una variedad mejorada de maiz de polinizacion libre
y de grano amarillo seleccionada en el Valle del Ocotito, municipio de
Chilpancingo, Guerrero, a partir de 288 lineas S! derivadas de hibridos
comerciales y experimentales de grano amarillo adaptados al trépico y sub
tropico de México; estas lineas fueron expuestas a la mancha de asfalto en la
localidad del Ocotito, municipio de Chilpancingo; se realizo la seleccion de
las mas sobresalientes aplicando una presion de seleccion del 10 %, de manera
que se quedaron 30 tratamientos, en los cuales se separaron dos mazorcas,
decidiendo al final por solo un grupo de 50 mazorcas, con las que se hizo
un compuesto de 1.0 Kg en promedio, el cual fue el punto de partida para
obtener la V-569 A. esta variedad fue registrada en el CNVV del SNICS con
el numero MAZ-2479-130423 y titulo de obtentor 3155. Esta variedad tiene
buena adaptacion al tropico y montana baja con altitudes menores a 1,500

m, precipitacion anual de 800 mm o mas y temperatura media anual de 23 a

26°C (Gomez-Montiel et al. 2023).
Perspectivas y retos

El mejoramiento genético que se ha realizado considera principalmente la
identificacién de ambientes en los cuales la enfermedad de la mancha de asfalto
es endémica, posteriormente, la variabilidad genética disponible se evalta en
estos ambientes para tamizar e identificar fuentes de resistencia que se incluyen
en procesos formales de mejoramiento que consideran principalmente la
hibridacion. en el mediano plazo se tiene considerado establecer alianzas con
fitopatologos para que identifiquen y aislen las principales cepas de los hongos
que provocan la mancha de asfalto, y que, con ellos se realice la inoculacion
de los posibles genotipos con resistencia a la enfermedad, con esto, se espera
tener mayor efectividad en la resistencia de los genotipos mejorados de maiz
que se generen. También, se estd incursionando en la generacion de lineas
con posible resistencia a la enfermedad, a partir de poblaciones candidatas

que han sido sometidas al proceso de dobles haploides, esto con la finalidad
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de obtener de manera mas rapida lineas e hibridos de maiz con resistencia a
la mancha de asfalto. Finalmente, se considera relevante estudiar métodos
alternativos al mejoramiento genético para la resistencia a la mancha de
asfalto, en este caso, es primordial la evaluacion de agentes para el biocontrol

de la enfermedad, para lo cual, se realizaran las alianzas que correspondan.

LITERATURA CITADA

Bajet NB, Renfro BL, Valdez CJM. 1994. Control of tar spot of maize and its effect on yield. International Journal of Pest
Management 40(2):121-125.

EPPO Global Database. 2023. Taxonomy information by P. maydis, M. maydis and C. phyllachorae. Consulta en linea
https://gd.eppo.int/

GomezMontiel NO, HernandezGaleno CA, Anzures-Olvera F, Toledo-Aguilar R, Ramirez-Diaz JL, Espinosa-Calderén A,
Tadeo-Robledo M, Santos-Echeverria R y AnttinezzOcampo OM. 2023. Variedad mejorada de maiz de grano amarillo
para ganaderos en pequeda escala del tropico seco. Agro-divulgacion 3(3): 45-47. https://doi.org/10.54767/ad .v3i3.186

Gomez MNO, Ramirez JLD y Turrent AF. 2001. H-516, maiz de alto rendimiento para regiones calidas y semicélidas de
México. CEIGUA-CIRPASINIFAP. Folleto técnico Num. 6. 20 p.

Gomez MNO, Gonzilez MC, Canta MAA, Sierra MM, Coutifio BE, Manjarrez MS. 2013. ‘H-563’, hibrido de maiz
tropical tolerante a la enfermedad “mancha de asfalto”. Revista Fitotecnia Mexicana 36(1): 81-83. https://www.scielo.
org.mx/pdf/rfm/v36n1/v36n1a9.pdf

Gomez MNO, Sierra MM, Gonzalez MC, Cantu MAA, Ramirez AF, Wong JJP, Manjarrez MS, Ramirez JLD. 2008. H-562,
hibrido de maiz de alto rendimiento para el tropico himedo y seco de México. Agricultura Técnica en México 34(1):
101-105.

Gonzilez CM, Gomez MN, Pereyda HJ y Muiiz EJ. 2008. Obtencién de hibridos de maiz elotero tolerantes al complejo
mancha de asfalto en el estado de Guerrero. INIFAP. Folleto técnico 17. Iguala, Guerrero, México. 27 p.

Gonzéilez CM. 2013. Nuevos métodos de control de la mancha de asfalto del maiz. Fichas Tecnoldgicas Sistema Producto
(Nueva Tecnologia). Instituto Nacional de Investigaciones, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). CIRPAS, CE Iguala, Iguala,
Gro. 2 p

Hamlin RT. 1999. Combined Keys to Illustrated Genera of Ascomycetes. Vol. I y II. APS Press. St. Paul. Minnesota. pp:
63-64.

Hock J, Kranz J y Renfro BL. 1989. El “complejo mancha de asfalto” de maiz, su distribucion geografica, requisitos
ambientales e importancia econdmica en México. Revista Mexicana de Fitopatologia 7: 129-135.

Johnson ET, Dowd PF, Ramirez JL and Behle RW. 2023. Potential biocontrol agents of corn tar Spot disease
isolated from overwintered Phyllachora maydis stromata. Microorganisms 11(6): 1-10. https://doi.org/10.3390/
microorganisms 11061550

Liu LJ. 1973. Incidence of tar spot of corn in Puerto Rico. Journal of Agriculture of the University of Puerto Rico, 57:211-
216.

Mahuku G, San Vicente F y Sherestha R. 2013. Complejo de la mancha de asfalto del maiz: hechos y acciones. Folleto
Técnico. CIMMYT-MasAgro. México. 6 p.

Martinez SJ y Espinosa PN. 2014. Sugerencias para el control del “Complejo Mancha de Asfalto” del maiz en La Frailesca,
Chiapas. Folleto para productores No. 13. INIFAP. CIRPAS. Campo Experimental Centro de Chiapas. México. 15p

Parbery DG. 1971. Studies on graminicolous species of Phyllachora Nke. In: Fckl. VI. Additions and corrections to part V.
Australian Journal of Botany, 19(2):207-235.

233



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Pereyda-Hernandez J, Hernandez-Morales J, Sandoval-Islas ]S, Aranda-Ocampo S, de Leon Cy Goémez-Montiel N. 2009.
Etiologia y manejo de la mancha de asfalto (Phyllachora maydis) del maiz en Guerrero, México. Agrociencia 43: 511-519

Rios-Herrera EN, Partida-Martinez LP, Ochoa-Fuentes YM, Cerna-Chévez E, HernandezCastillo FD, Flores-Olivas A,
Olalde-Portugal V and RodriguezGuerra R. 2016. First Report on the Presence of Phyllachora sp. in Corn Crops at
Toluca, Estado de Mexico. American Journal of Plant Sciences. 7:733-739. http://dx.doi.org/10.4236/ajps.2016.75067.

Rodriguez AV. 2018. Comportamiento de hibridos de maiz ante una cepa de Aspergillus flavus en la provincia de Cordoba.
Diss. Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales.

234



3 5 Carbon de la espiga en el Bajio y zona de
o ®

transicion y tizon foliar en Valles Altos
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INTRODUCCION

En México, la enfermedad denominada carbon de la espiga, propiciada
por el hongo Sporisorium reilianum f. sp. zeae, incidié de forma importante en
la region del Bajio en la década de 1950, afectando a variedades de maices
nativos, asi como a los hibridos H 353, H 309 que se habian desarrollado para
condiciones con altitudes de 1200 a 1800 msnm, los cuales se retiraron del
mercado para limitar la diseminacion del patogeno (Palacios-Rangel y Ocampo-
Ledesma, 2018). A partir del hibrido H 353, se derivaron lineas seleccionadas
por su tolerancia a carbon de la espiga. Una cruza simple integrada por dos
de esas lineas, fue progenitora del hibrido doble de maiz H 311, liberado
comercialmente en 1983, por el Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (INIA), antecesor INIFAP; se recomendo para siembras bajo riego
en el Bajio, en alturas de 1200 a 1800 msnm, asi como en altitudes superiores
en los estados de Zacatecas, Durango, Aguascalientes e Hidalgo. El orden de
cruza bajo el cual se inscribi¢ en el Registro Nacional de Variedades de Plantas
(RNVP) y produjo semilla inicialmente fue: B16xB17 x B32xB33; sin embargo,
posteriormente se cambio al orden inverso, es decir, B32xB33 x B16xB17;
esto porque la cruza simple (B32xB33) es altamente productiva (Ramirez et al.
1988), y produce la semilla de muy buena calidad fisica (Espinosa y Carballo
1987; Espinosa et al., 2001).
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El carbon de la espiga (Sporisorium reilianum f. sp. zeae), ha tenido mayor
importancia en lazona del Bajio, donde ha ocasionado pérdidas de hasta el 30%
de la produccion. A partir de ahi, se ha diseminado por varias regiones del pais
en localidades de Jalisco, Durango, Hidalgo, Puebla, Querétaro, Guanajuato,
Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sonora, Tamaulipas y Aguascalientes, pero se
estima que su distribucion puede ser ain mas extensa (Aquino-Martinez et
al., 2011). También se ha reportado en los valles del Mezquital y de Toluca en
donde se siembran semillas de maices hibridos comerciales que han mostrado
susceptibilidad a la enfermedad (Pérez et al., 2006; Martinez y Ledesma, 1990),

asi también, afectando a gran cantidad de maices criollos.

En el caso del estado de Hidalgo, en 1988 se reportaron pérdidas de hasta
el 50 % de la superficie sembrada con hibridos susceptibles, mientras que
en1998 se registraron 16.6 ha'! con carbon de la espiga del maiz, y en 2003 ya
existian 1275 ha'! con este problema; situacidn similar ocurrié con el niumero
de hibridos afectados con carbén, ya que en el mismo periodo el numero
aument6 de 3 a 27 hibridos susceptibles a la enfermedad (Pérez et al., 2006).
En el tema del tizén foliar, a partir de 1992, la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan de la Universidad Nacional Auténoma de México (FESC-UNAM),
en colaboracion con el Campo Experimental Valle de México, del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), se han
realizado trabajos de mejoramiento genético para incorporar la esterilidad
masculina a las lineas hembras de los hibridos comerciales y experimentales
desarrollados por la UNAM vy el INIFAP, con énfasis en la fuente C, de
interaccion hereditaria de citoplasma y nuclear (Espinosa et al., 2009; Tadeo
et al., 2010). Posteriormente (1995-1997) se identificaron lineas con capacidad
restauradora de la fertilidad. La estabilidad de la fuente de androesterilidad
y la capacidad restauradora de las lineas desarrolladas, permitieron el uso
potencial del esquema de androesterilidad, con lo cual se podrian limitar, en
cierta medida, algunos problemas relacionados con el desespigue, asi como

reducir los costos que implica esta actividad (Tadeo et al., 2010; Tadeo et al.,

2014).
Antecedentes
Se ha antepuesto el argumento de que la superacién de los rendimientos por

unidad de superficie lograda mediante la introduccion de materiales exdticos

podria ser suficiente justificacion para llevar materiales genéticos a nuevas
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regiones; sin embargo, conviene tener cuidado, lo que se consideré por el Ing.
José Rodriguez Vallejo, en el pasado, al pedir que se valoraran las variedades
de maiz antes de ser llevadas a nuevas regiones. Se debe considerar con sumo
cuidado pues ademas de introducir germoplasma con mayor capacidad de
rendimiento, también se introduce la susceptibilidad a plagas y enfermedades;
el caso tipico es el hibrido H-353, cuya cruza simple macho esta formada por
dos lineas tropicales; que fueron utilizadas en ese hibrido comercial en El
Bajio, este hibrido se mostré sumamente susceptible al carbon de la espiga,

causado por el hongo Sphacelotheca reiliana (Sporisorium reilianum f. sp. zeae)

(Espinosa y Carballo, 1987).

En México, el carbon de la espiga tiene mayor importancia en la zona de
El Bajio, donde ha ocasionado pérdidas de hasta el 30 %. Sin embargo, esta
problemaitica se ha extendido a los estados del altiplano del pais (Hidalgo y
México) afectando a gran cantidad de maices criollos e hibridos comerciales
(DGSV-CNREF, 2020). En 1971, se libero el maiz hibrido H 133, especifico
para la Zona de Transicion El Bajio Valles Altos de México, el cual involucro
material genético de Valles Altos, Bajio y Topico, y tuvo buen comportamiento
en esa zona durante 10 afnos. Desde 1982 al 1985, el hibrido de cruza doble
H 133, mostré susceptibilidad al carbon de la espiga, incrementidndose
considerablemente la presencia de la enfermedad, reduciendo la produccion
y limitando el uso del hibrido. En 1980 se formaron hibridos de tres lineas
mediante combinaciones de cruzas simples de El Bajio, tolerantes al carbon
de la espiga, con lineas de Valles Altos, con la finalidad de ofrecer hibridos
con buena combinacion de germoplasma y mayor coincidencia en la floracion
de sus progenitores. Entre los hibridos, tanto a nivel experimental, como
semicomercial y validaciones comerciales, el hibrido trilineal H 135, super¢ al
H 133, en rendimiento en 33 localidades del pais, en 11.3 a 19.1 %; aunado
a ello, también confirmo su tolerancia al carbén de la espiga (Espinosa y
Carballo, 1987). El hibrido trilineal H 135, es un maiz de ciclo tardio, producto
de una cruza simple obtenida en El Bajio, que fue empleada por la Productora
Nacional de Semillas (PRONASE), como progenitora masculina del hibrido
de cruza doble H 311. Esta cruza simple tiene la genealogia (H 353-245 -6-10 x
H-535-363-7-2) y nomenclatura comercial (B32 x B33). Las lineas de esta cruza
simple pertenecen a la raza Celaya y su composicion incluye germoplasma de la
raza tropical Tuxpefo; esta cruza simple se utiliza en el H 135 como progenitor
femenino; el progenitor masculino, es una linea autofecundada de primera
generacion (S1) con genealogia Hgo. 10-3 obtenida en Progreso, Hidalgo a

partir de una colecta local de la raza Chalquefo (Espinosa y Carballo, 1987).
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El hibrido de maiz H 135, fue inscrito en 1986, en el Comité Calificador
de Variedades de Plantas (CCVP), hoy Catalogo Nacional de Variedades
Vegetales (CNVV), con el niumero de registro MAZ-180886-113, el hibrido
fue evaluado de 1981 a 1985, sus progenitores de 1985 a 1986, se verifico
su tolerancia a carbon de la espiga, en Zapopan, Jalisco, bajo condiciones
de exceso de esporas del hongo. A partir de la peticion de los productores
del Valle del Mezquital, su siembra se extendio, cubriendo las areas donde
prosperaba el hibrido H 133. Su uso se extendio por varios afios, en mds de
30,000 hectareas en el Valle del Mezquital, de Hidalgo, ademas del 85 % de
otras regiones en estados de Michoacin, México, Puebla, etc. Siendo uno de
los hibridos importantes para la PRONASE. El hibrido de maiz H 135, se
reportd como tolerante al achaparramiento y rayado fino, pero susceptible a

roya (Puccinia sp.), en altitudes superiores a 2100 msnm.

En tanto se extendia el uso del hibrido H 135, en 1988, en el estado de
Hidalgo se reportaron pérdidas de hasta el 50 % de la superficie sembrada
con hibridos susceptibles. En el Valle del Mezquital, Hgo., en el afio de
1998 se registraron 16.6 ha'! con carbén de la espiga del maiz y en 2003 ya
existian 1275 ha'! con este problema; situacion similar ocurrio con el nimero
de hibridos afectados con carbén, ya que en el mismo periodo el numero

aumento de tres a 27 hibridos susceptibles a la enfermedad (Pérez et al., 2006;

DGSV-CNRE, 2020).

El hibrido doble de maiz H-311 fue desarrollado en el Campo Experimental
Bajio, del INIA, liberandose en 1983; estd integrado por la combinacién de
dos progenitores del AN-360, a su vez progenitor del hibrido de la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro llamado Pancho Villa, cuya genealogia es
SSE-3 X SSE-5ynomenclatura B16XB 17; esta cruzasimple posee la caracteristica
peculiar de planta baja, es decir enana o braquitica, con una altura aproximada
de un metro. La otra cruza simple del H-311, esta conformada con lineas que
se derivaron de germoplasma de la raza Celaya, con influencia de material
Tropical de la raza Tuxpefo, la genealogia es: H-353-245-6-10 x H-353 -363-
7-2 y nomenclatura B32xB33; estd a diferencia de la otra cruza simple, es de
porte normal, con altura de 270 cm, aproximadamente. Como caracteristica
sobresaliente del hibrido H-311, destaca que es tolerante al carbon de la
espiga (Sphacelotheca reiliana) y posee buen potencial de rendimiento, pues

alcanza hasta 14 t ha', se adapta en diversas regiones ubicadas entre 1200
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a 2200 msnm (Jalisco, Michoacin, Querétaro, Guanajuato, Oaxaca, Puebla,

Zacatecas, Durango, Aguascalientes, Hidalgo) (Espinosa et al., 2001).

Con respecto al tizon foliar o también llamado tizon nortefo, desde 1970,
se ha document6 que en EE. UU se dejo de usar la esterilidad citoplasmatica
denominada cmsT, por las empresas productoras de semillas, debido a los
problemas con susceptibilidad al tizén, conocido como Exserohilum turcicum,
(teleomorfo Setosphaeria turcica). Esta enfermedad ocasiond una epifitia que

afectd el 90% de las siembras en la faja maicera de ese pais (Grogan et al.,

1971; Airy et al., 1978; Tadeo et al., 1997).

En 1980 se retom¢ la investigacion con esterilidad masculina, con el
desarrollo de nuevas fuentes de esterilidad masculina, lo que permitio
combinar la forma génico-citoplasmica, principalmente para los tipos C y S.
En los anos 2000, se hacia uso de esta tecnologia en aproximadamente el 25%
de la superficie dedicada a la produccion de semilla en EUA (Liu et al., 2002;
Beck y Torres, 2005).

En 1992, la FESC-UNAM en colaboracion con el CEVAMEX-INIFAP, han
realizado trabajos de mejoramiento genético para incorporar la esterilidad
masculina a las lineas hembras de los hibridos comerciales y experimentales
desarrollados, con énfasis en la fuente C. En el periodo comprendido entre
1995-1997, se establecio la estabilidad de la fuente de androesterilidad y la
capacidad restauradora de las lineas desarrolladas, lo que permitio el uso

potencial del esquema de androesterilidad, impactando en los costos de
produccién de semilla (Tadeo et al., 2010; Tadeo et al., 2014).

Descripcion
Regidén agroclimatica

La Zona de Transicion El Bajio Valles Altos, se ubica en altitudes sobre
el nivel del mar, que van de 1800 a 2200 m, en las cuales se recomendaban
variedades de Valles Altos (1200 a 2600 msnm) o bien variedades de El Bajio
(1200 a 1800 msnm). Para la region Norte Centro de México, ubicada en
la Zona de Transicion, se liberd en el ano 2000, con el numero de registro
1265-MAZ-526-240100/C, el hibrido de cruza simple H 361, el cual se genero

por el cruzamiento de la linea B32, de El Bajio, resistente al carbon de la
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espiga (Sphacelotheca reiliana), cuya genealogia es H 353-245-6-10, por la linea
B42, de Pabellon, tolerante a altas densidades de poblacion, de origen tropical
y cuya genealogia es CN-7-4-3.

El hibrido H 361, tiene buen porte de planta y excelente sanidad de
mazorca, no presenta acame, de tallo y acame de raiz de 5 %. No ha presentado
sintomas de carbon de la espiga, ni de Ustilago maydis, y sélo ocasionalmente

se han identificado plantas con Fusarium moniliforme (Pefia-Ramos y Gaytan-

Bautista, 2001).

En la Zona de Transicion El Bajio — Valles Altos del Centro de México,
ubicada entre los 1800 y 2200 msnm, en los estados de Hidalgo, Puebla,
Querétaro, México, Michoacin y Oaxaca, se siembran anualmente 315 mil
hectareas de maiz bajo condiciones de riego, buen temporal y humedad
residual; de esta superficie se estima que mas de 100 mil hectareas se podrian
sembrar con hibridos de alto potencial de rendimiento de grano (Espinosa,
1985). En Hidalgo destaca el Valle del Mezquital, donde se siembran de riego,
con uso de aguas residuales, 34 mil hectareas de maiz, con un rendimiento
medio de 7.3 t ha', lo que muestra el alto potencial productivo de los hibridos
bajo esas condiciones. Las siembras de maiz en estas dreas, son tempranas,
en marzo y abril, se usan hibridos de ciclo muy largo de 170 a 180 dias a la
madurez fisioldgica (Espinosa y Carballo, 1987; Espinosa, 1989), sin embargo,
otra época de siembra corresponde a fechas retrasadas, debido a que en los
ultimos afios se ha incrementado la siembra de trigo (Triticum aestivum L.) en
el ciclo otofo-invierno, cuya cosecha es en el mes de mayo; a fines de este mes
y junio se hacen siembras tardias, que requieren hibridos y variedades de maiz
de ciclo corto, que completen su ciclo biolégico en 135 a 140 dias, sin reducir

su capacidad productiva (Espinosa, 2002).

En 1999 el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias, libero e inscribié el hibrido de maiz H 153, en el Catalogo de
Variedades Factibles de Certificacién (CVC), con el numero de registro
1255-MAZ-522-091199/C, el cual tiene ciclo vegetativo de intermedio a corto
y es adecuado para siembras tardias de riego. El H 153 es tolerante al carbon
de la espiga y a la roya (Puccinia sorghi), enfermedades que han aumentado su
incidencia en los ultimos afos, cuyos dafios son importantes en la Zona de

Transicion.
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Aquino-Martinez et al. (2011), indican que, en Metepec, México, durante
2006 se compard la respuesta al carbon de la espiga Sporisorium reilianum, de
35 variedades e hibridos comerciales de maiz. Semilla de 36 genotipos, sin
inocular o inoculada con S. reilianum, se sembro en un disefio de bloques al
azar con tres repeticiones (parcela util de 2 16 m), con el fin de identificar
genotipos resistentes al patdgeno. A los 245 dias después de la siembra (dds),
se obtuvieron los siguientes resultados: el 94.4 % de los genotipos fueron
altamente resistentes (AR) y 5.6 % moderadamente resistentes (MR) a carbon
de la espiga; y en otro experimento el 8.3 % de los genotipos fueron inmunes
(D), 77.8 % altamente resistentes y 13.9% moderadamente resistentes. Se
encontraron variedades e hibridos comerciales con resistencia (< 3 % de
incidencia) a Sporisorium reilianum y buen rendimiento de grano (>8 t ha'),
como Niebla, H-52, Almoloya de Juarez, Z-60, HID-17, Condor, H40, H-33,
AS-722, AS-721, H-50, HS-2 y Promesa. Estos podrian recomendarse para la
siembra comercial, iniciar un programa de mejoramiento genético o generar

tecnologia en el area de estudio.

En los ultimos afos, en Cuba en las areas sembradas con maiz, de
diferentes provincias del pais se detectaron plantas con la inflorescencia
masculina deformada, con presencia de soros de carbén y/o filodia en la
espiga y mazorcas. Las plantas con estos sintomas se presentaron con una
baja frecuencia y se encontraron de manera esporadica en los campos, el
agente causal de esta sintomatologia, en las plantas que presentaron filodia,
se realizaron decoloraciones del tejido foliar para descartar la presencia en las
mismas de Sclerophthora macrospora. Las caracteristicas morfoldgicas del carbon
detectado en las muestras corresponden con las descritas para Sphacelotheca
reiliana. Esta especie fue detectada en ocho provincias del pais en las variedades
canilla, FR-28, tusén, TGH, P-7928 y en el hibrido HDT-66. En ninguna de
las muestras analizadas se detectaron ni oosporas ni micelio de S. macrospora.
El presente trabajo constituye el primer informe para Cuba del carbon de la

espiga del maiz causado por S. reiliana (Martinez de la Parte et al., 2016).

Los trabajos en torno al tizon foliar se han desarrollado en los Valles Altos
del Centro de México, en donde se ubican los estados de Puebla, Hidalgo,
Tlaxcala, Querétaro, Morelos, Edo. de México y Ciudad de México, a una
altura de 2200 a 2600 msnm, asi también se ha atendido en regiones del
estado de Sinaloa (Félix-Gastélum et al., 2018). En lo que respecta a Puebla,
la enfermedad es una de las principales a controlar, dentro de Comité de
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Sanidad Estatal (2014), mientras que, en las costas del norte de Sinaloa, se

han tenido pérdidas que representaron el 50% en algunos lotes comerciales

de produccion (Orduno-Cota et al., 2015).
Ciclo de la enfermedad carbon de la espiga

En la ficha técnica sobre carbon de la espiga de la Direccion del Centro
Nacional de Referencia Fitosanitaria (DGSV-CNRF, 2020), se describe:
el hongo S. reilianum f. sp. zeae inverna como teliosporas en el suelo y
ocasionalmente sobre la semilla. La supervivencia del hongo se ve favorecida
en suelos con bajo contenido de humedad mas que en los humedos (Matyac
y Kommedahl, 1986). Cuando se presentan las condiciones optimas de
temperatura y humedad del suelo, las teliosporas germinan dando origen a
un filamento corto llamado promicelio o probasidio, en el cual el nucleo
diploide migra y experimenta la meiosis dando como resultado cuatro células,
cada una con un ntcleo haploide. Estas células dan origen a basidiosporas,

las cuales dan origen a otras y asi sucesivamente formando cadenas de células
haploides denominadas esporidias (DGSV-CNRF, 2020).

Las esporidias tienen la caracteristica de poseer tipos de acoplamiento
opuestos (+ y -), generalmente producidos en igual nimero (Ingold, 1994;
Téféri et al,, 1989). Esporidias con tipos de acoplamiento opuesto se
unen dando origen a hifas infectivas dicaridticas (binucleadas). Estas hifas
dicarioticas infectan a las plantulas de maiz via mesocotilo o raiz (Martinez
et al., 2002) e invaden sistémicamente los tejidos del meristemo vy el tejido
floral indiferenciado (Martinez et al., 1999). Durante la floracion, tanto en
la espiga como en la mazorca, aparecen soros, los cuales se forman por la
aglutinacién de gran cantidad de micelio (Pataky, 1999) (DGSV-CNRE, 2020).
Posteriormente las células binucleadas de las hifas (presentes en los soros) se
agrandan y gelatinizan, subsecuentemente se separan y se forma una gruesa
pared celular alrededor de cada una, dando origen a teliosporas diploides
uninucleadas. La fusion nuclear (cariogamia) ocurre en algtin punto durante
la formacion de la teliospora (Kahmann y Kamper, 2004). Al madurar, los

soros se rompen y dejan expuesta la masa de teliosporas que es dispersada por

el viento y lluvia (Montes y Diaz, 2006) (DGSV-CNREF, 2020).
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Ciclo de la enfermedad tizén foliar

Esta enfermedad es provocada por un hongo considerado cosmopolita y
ocurre particularmente en zonas con alta humedad relativa y temperaturas
moderadas (18 a 27 °C) durante el periodo de crecimiento del cultivo. Se
trata de un hongo hemibiotréfico, es decir, infecta inicialmente a las células
vivas y, en una siguiente fase, se nutre del tejido muerto (Hurni et al., 2015).
Se encuentra generalmente como micelio o en su fructificacion asexual
(conidios), en residuos de cultivos anteriores, principalmente gramineas, por
lo que puede sobrevivir por varios ciclos en un mismo terreno (White, 2004).
Se ha encontrado que este hongo esta asociado a la semilla, por lo que se
considera la via de dispersion a largas distancias, asi como la principal entrada
a los lotes, dado que puede ser introducido a los campos, provocando lesiones
en plantulas, que se convierten en fuente de inoculo secundario, para después
infectar al resto del follaje y a las plantas vecinas (Hooker, 1977).

Este hongo produce conidios grandes que son de color gris-olivo-café,
posee de tres a ocho septos de forma ovaladas con un hilum que exhibe su
germinacion en un extremo del conidio. Tiene micelio septado, cilindrico,
con una membrana externa fina y una interna hialina (White, 2004). Los
conidioforos que presenta son de color café amarillento, se producen de
manera individual o en grupos de 2 a 6. Otra de sus caracteristicas es su
sensibilidad al fotoperiodo, presenta un crecimiento vegetativo en los
ciclos de luz prolongada, deteniéndose hasta la formacion de conidioforos,
mientras que bajo ciclos de luzoscuridad, se reduce su crecimiento vegetativo

y la aparicién de conidioforos y conidios maduros es mas rapida (Flaherty y

Dunkle, 2005).
Sintomas

Se presentan la siguiente informacion, con base a la ficha técnica sobre
carbon de la espiga de la Direccién del Centro Nacional de Referencia
Fitosanitaria (DGSV-CNRF, 2020), el principal sintoma de la enfermedad
es el desarrollo de soros en la espiga (flor masculina) y en la mazorca (flor
femenina), los cuales sustituyen la formacion de grano y polen ocasionando
pérdidas en la produccion (Figura 1) (Njuguna, 1998). Un soro es una masa
compacta de teliosporas, cubierto con una delgada membrana de color
grisicea la cual al madurar se rompe vy libera las teliosporas. También se han

observado sintomas tempranos como el desarrollo de manchas cloroticas en
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Figura 1. Sintomas del carbén en maiz causado por Sporisorium reilianum f. sp. zeae. A) Carbén en la espiga, B) Carboén en la

mazorca. DGSV-CNREF, (2020).

hojas de plantulas infectadas, acumulacion de antocianina en el tallo (Matyac

y Kommedhal, 1985) y enanismo de plantas ocasionado por el acortamiento

de entrenudos (Stromberg et al., 1984; Halisky, 1963).

En el caso del tizon foliar, lo sintomas consisten en la aparicion de
manchas o lesiones pequenas, ligeramente ovaladas que se producen en las
hojas inferiores de la planta, extendiéndose a las hojas intermedias de la
planta (Figura 2). Estas manchas se convierten en zonas necréticas alargadas,
cuyo numero incrementa a medida que se desarrolla la planta (De Leodn,
1984; Félix-Gastélum et al., 2018). Aunque el tizon foliar del maiz causado
por Exserohilum turcicum, es una de las enfermedades foliares mas importantes
en el maiz sembrado en México, hoy en dia no existe suficiente evidencia
cientifica acerca de la etiologia de la enfermedad, aunque los productores de

maiz y asesores de campo demuestran interés en determinar su etiologia.

La presencia de este hongo puede ocasionar la disminucién del rendimiento
y en la calidad de la semilla. Si la enfermedad se presenta antes de la etapa
de floracién, puede provocar pérdidas en la produccion del grano de hasta el
50 % (Raymundo y Hooker, 1981). Si se trata de una infeccion moderada o
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Figura 2. Plantas de maiz en donde se detectd la presencia del tizon A); Hojas de maiz con presencia de los sintomas causados
por Exserohilum turcicum By C). Fuente: Martinez-Nunez (2017).

se presenta posterior a la floracion, la reduccion del rendimiento es menor o

nula (Sillon, 2008).

La gravedad de esta enfermedad incide a que afecta el drea foliar,
rediciéndola e interfiriendo en el proceso de fotosintesis de la planta, por lo
que los fotoasimilados resultan insuficientes para el llenado del grano, y es
cuando la planta comienza a utilizar reservas existentes en el tallo, provocando
la movilizacion de nutrientes, lo que conduce a un debilitamiento de éste, lo
que provoca la ruptura o acame del tallo, asi como la aparicion de enfermedades

fungicas en tallo y raiz (Santori et al., 2015)
Variedades de maiz y su tolerancia a carbén de la espiga
En Metepec, Estado de México en los afnos 2011 a 2014, se determino el

promedio general de la infeccién de la enfermedad en diferentes genotipos de
maiz durante el ciclo agricola primavera verano de 2011 a 2014 (CESAVEM,
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2015). La presencia del carbon de la espiga del maiz en el estado de México
hasta el 2014, segin el grado de incidencia (nula, baja, moderada y fuerte) se
muestra en la Figura 3.

Variedad de maiz Ciclo Infeccion (%) Infeccion (%) Infeccion (%) Infeccion (%)

vegetativo 2011 2012 2013 2014
AS-722 Tardio 1.98 0.58
A-7573 Intermedio 0.46 0.55
H-50 Intermedio 0 0 0 0
H-48 Intermedio 0.16 0.16 0.16
PUMA 1075 Intermedio 0 0 0 0
7-60 Intermedio 0.5 0.5 0
ASGROW 210 Intermedio 0.24 0.2 0.2 0
ASGROW 7410 Intermedio 0 0 0 0.1
PANTERA Intermedio 0 0 0 0
NIEBLA Intermedio 0.04 0.02 0.02
FAISAN Intermedio 0.37 1.58 0.68
HICS8 Intermedio 0 0.9 0.9
PIONEER Intermedio 0 0 0 0
CRIOLLO BLANCO Tardio 0 0 0.65 0.75
TORNADO Precoz 0 0 0.6 1.46
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Figura 3. Presencia del carbon de la espiga del maiz en el Estado de México en un periodo de 2011 hasta 2014. Fuente: CESAVEM
(2015).

246



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Variedades de maiz y su tolerancia al tizon foliar

Los resultados de la colaboracion entre la FESC-UNAM y el CEVAMEX-
INIFAP, en el ano 2011, el INIFAP logro la inscripcion ante el Catalogo
Nacional de Variedades Vegetales (CNVYV) del hibrido de maiz H-51 AE
(Espinosa et al., 2012), posteriormente, en 2015 se lograron los registros y
titulos de obtentor de los hibridos trilineales H47 AE (Espinosa et al., 2020),
H49 AE (Espinosa et al., 2022) y H53 AE (CNVYV, 2023). En 2013, la FESC-
UNAM registro el hibrido trilineal TSIRI PUMA (Tadeo et al., 2016) y en
2017 a Atziri Puma (Tadeo et al., 2022) y Tlaoli Puma (Tadeo et al., 2021)

todos, bajo el esquema de androesterilidad para la produccién de semilla.

En 2016 se evaluaron cinco hibridos experimentales de maiz, asi como el
hibrido trilineal TSIRI PUMA en sus versiones androestériles (AE) y fértiles
(F), los cuales se sometieron a tratamientos de inoculacion artificial del hongo
Exserohilum turcicum y sin inoculacién (incidencia natural), en el CEVAMEX-
INIFAP y la FESC-UNAM. El disefio experimental fue de bloques completos
al azar, con dos tratamientos de inoculacion, tres repeticiones por tratamiento.
Para la inoculacion, se aisld el patdgeno de hojas de plantas de dos meses
que presentaban sintomas del tizon, es decir, cuando las plantas mostraban
lesiones necroticas de color verde-grisiceo o café, de tamano pequefio y
ahusadas, principalmente en las hojas inferiores de la planta (De Leon, 1984).
Posteriormente se realizo la identificacion molecular del patogeno, se preparo
el inéculo y se realizd la inoculacidn, esta tltima se realizé siete dias después
de iniciada la floracion femenina. Los hibridos experimentales se asperjaron
con el patogeno durante el atardecer, mientras que las plantas sin inoculacion

solo quedaron expuestas a la presencia natural (ambiental) del patogeno en

cada localidad (MartinezNufez., et al., 2019).

La evaluacion de la resistencia al tizon se inicid después de una segunda
inoculacién, a razén de la apariciéon de los primeros sintomas de la enfermedad,
asi como la severidad de la enfermedad y el 4rea bajo la curva del progreso
de la enfermedad. Los resultados mostraron que el genotipo con menor
severidad final de la enfermedad fue Tsiri Puma. Bajo este contexto, se sugiere
necesaria mas evaluaciones de los genotipos a través del tiempo para confirmar
el nivel de tolerancia de la enfermedad, lo que aportaria mds elementos para
recomendarlos a los genotipos, y tener mayor certidumbre de elegirlos para la

siembra en los Valles Altos del centro de México.
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Perspectivas y retos

La incidencia de carbon de la espiga es ciclica en la Zona de Transicion El
Bajio Valles Altos, a partir de la susceptibilidad de hibridos como H 353, H
366, asi como otros materiales de empresas privadas, en los aflos cincuenta.
En la investigacion oficial, se obtuvieron lineas tolerantes a esta enfermedad,
las cuales participaron como progenitoras de hibridos como H 311, de El
Bajio y H 135, H 361, H 153, de la Zona de Transicion El Bajio Valles Altos.
Estos materiales, fueron alternativas para sustituir hibridos como el H 133,

que adquirié susceptibilidad a la enfermedad.

En la segunda década del siglo 21, nuevamente hubo presencia de carbon
de la espiga, ahora en los Valles Altos, presuntamente por la movilizacion
de materiales genéticos de regiones diferentes a esta zona, que se emplearon
comercialmente. Aun asi, la presencia no aumento como se temia,

controlandose y definiéndose los hibridos que mostraban susceptibilidad.

La incidencia y severidad de tizon estdn reportadas en Valles Altos y en
ambientes con alta humedad relativa, altitudes medias. En los Valles Altos, la
produccion de maiz (semilla o grano) se hace en tierras con riego o temporal
favorable, donde hay periodos de alta humedad relativa y temperaturas frescas
(15 a 25 °C); dichas condiciones son importantes para el desarrollo del tizon
norteno, por lo que debe prestarse especial atencion a esta enfermedad.
Conviene mantener el cuidado durante el mejoramiento genético en
la investigacion publica que se realiza en el INIFAP, asi como en la FESC
UNAM, para seleccionar materiales tolerantes a carbon de la espiga, asi como

al tizon foliar.
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Resumen

El basidiomiceto Sporisorium reilianum f. sp. zeae infecta al cultivo de maiz y
causa importantes pérdidas en regiones donde existen condiciones propicias
para el desarrollo de la enfermedad. En este trabajo se evaluo la respuesta a la
seleccion de seis ciclos de seleccion recurrente de maices de endospermo blan-
coy cinco ciclos de maices de endospermo amarillo para caracteres agrondmi-
cos deseables, rendimiento de grano y resistencia al carbon de la espiga. Los
diferentes ciclos en las dos poblaciones se obtuvieron siguiendo el método de
seleccion recurrente de familias S, los cuales fueron evaluados para determi-
nar el avance genético. En un ensayo anexo, las poblaciones fueron inoculadas
artificialmente para medir el progreso de la resistencia a la enfermedad y eva-
luar un nuevo método de inoculacién. Se utilizd un disefio experimental de
bloques completos al azar con tres repeticiones para el ensayo de rendimiento
y dos repeticiones para el ensayo inoculado. Los ciclos evaluados en las dos
poblaciones mostraron un incremento en la resistencia de 0.94 y 1.2% ciclo’!,
una ganancia genética para rendimiento de grano de 272.9 y 620 kg ha! ciclo?!
para la poblacion blanca y amarilla, respectivamente. Los resultados mostra-
ron que la seleccion recurrente de familias S, fue eficiente para mejorar el ren-

dimiento de grano y resistencia al carbon de la espiga en ambas poblaciones.

Palabras claves: Familias S, resistencia poligénica, resistencia genética, car-

bon de la espiga.
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El maiz (Zea mays) es ampliamente cultivado en el mundo, superando en pro-
duccién al trigo y al arroz (FAOSTAT, 2018), es el cereal con mayor demanda
como producto alimenticio, para consumo humano y animal, asi como mate-
ria prima para la industria (Eckhoff et al., 2003; Kaul and Olakh, 2019); sin
embargo, su produccion se ve afectada por plagas y enfermedades. Una de las
enfermedades fungicas de importancia economica es el carbon de la espiga
causado por el basidiomiceto Sporisorium reilianum f. sp. zeae (Basidiomycota,
Ustilaginaceae), sin. Sphacelotheca reiliana, que se encuentra distribuido en va-
rias regiones del mundo productoras del cereal (Stromberg, 1981; Lynch et al.,
1980; Martinez de la Parte et al., 2016; Bernardo et al., 1992; Fullerton et al.,
1974). En México, se tienen reportes de su presencia en zonas del Bajio y valles
altos (Aquino et al., 2011; Ramirez et al., 2011).

El inoculo se encuentra en el suelo y en las primeras etapas de infeccion, la
hifa infectiva penetra por la raiz de la plantula e invade los haces vasculares y
crece sistemdticamente a través del floema (Kruger, 1962; Qi et al., 2019). En
la etapa de crecimiento vegetativo, los sintomas son dificiles de observar; sin
embargo, algunos autores han reportado manchas cloroticas en las hojas (Ma-
tyac y Kommendhal, 1985; Martinez et al., 2002; Quezada-Salinas et al., 2017)
y enanismo (Stromberg et al., 1984; Halisky, 1963). En la etapa reproductiva
de la planta los sintomas y signos se hacen visibles en ambas inflorescencias,
cuyas flores son reemplazadas por una masa carbonosa pulverulenta compues-
ta por teliosporas o produciendo filodia en las estructuras afectadas, causando
pérdidas de rendimiento (Stromberg et al., 1984; Matyac, 1985; Martinez et
al., 2002; Qi et al., 2019). En México, el control de la enfermedad ha sido prin-
cipalmente con productos quimicos, practicas culturales (CESAVEM, 2015) y
por la evaluacién de genotipos tolerantes mediante infeccion natural (Pérez-
Camarillo y Bobadilla-Meléndez, 2003 y 2007; Pérez-Camarillo et al., 2009;
Aquino et al., 2011). La mayoria de los programas de mejoramiento genético
estdn enfocados a incrementar el rendimiento de grano y existen pocos repor-
tes de programas disefiados para seleccionar resistencia a enfermedades en el

cultivo de maiz.

Un esquema de mejoramiento genético eficiente para la generacion de
cultivares resistentes a plagas y enfermedades es la seleccion recurrente de
familias S . Este método es reconocido ya que incrementa la frecuencia de

alelos favorables de uno o mds caracteres agrondmicos que se heredan de
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manera cuantitativa y porque elimina 50% de los alelos indeseables después
de cada autofecundacion, permitiendo fijar caracteres de interés que se here-
dan de forma aditiva (Marquez, 1985; Hallauer et al., 2010). Este método es
recomendado para caracteres de baja heredabilidad ya que mejora la media
poblacional y mantiene la variabilidad genética de la poblacion, lo que permi-
te continuar la seleccion a través de los ciclos de mejoramiento. Para realizar
un ciclo de seleccion recurrente de familias S, se llevan a cabo los siguientes
pasos: 1) Obtencién de familias S1, autofecundando 400 plantas sanas, vigo-
rosas, de una poblacion de amplia base genética, 2) Evaluacion de las familias
S, en diferentes ambientes y 3) Recombinacion de las mejores familias S, con

caracteristicas superiores o de interés para el mejorador (Marquez, 1985; Ha-

llauer et al., 2010).

También existe la posibilidad de que en un mismo ciclo se lleve a cabo la
evaluacion y recombinacion de las familias S|, reduciendo costo y tiempo;
sin embargo, se debe considerar si el caracter de interés se expresa antes de la
floracion (Dhillon y Khehra, 1989). Por lo anteriormente mencionado, el ob-
jetivo de éste trabajo fue evaluar seis ciclos de seleccion recurrente de maiz con
endospermo blanco y cinco ciclos con endospermo amarillo para determinar
su rendimiento de grano, resistencia al carbon de la espiga y caracteres agro-
nomicos de interés incluyendo severidad en roya mediante infeccién natural,
sincronia floral, relacion altura de planta y mazorca y aspecto de planta, entre
otros, asi como evaluar un método de inoculacién que facilite la adherencia

de las teliosporas en la semilla y asegurar la distribucion del inéculo en campo.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area de estudio

La evaluacion de la ganancia en los ciclos de seleccion se llevo a cabo en
parcelas del Centro de Innovacion y Desarrollo Tecnoldgico de Cinta Larga,
en Mixquiahuala, Estado de Hidalgo (20° 11’ N, 99° 14’ W/, 2100 msnm). La
siembra se realiz6 manualmente el 28 de marzo en el ciclo agricola primavera-
verano 2019, en condiciones de temporal. La evaluacién agrondémica de cam-
po se realizé en el estado de Hidalgo y las actividades de laboratorios descritas

en éste trabajo se hicieron en el Colegio de Postgraduados, Campus Monteci-

llo, Edo. de México.
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Germoplasma de maiz evaluado

Los materiales genéticos evaluados en ésta investigacion fueron seis ciclos
de mejoramiento (C, a C,) de una poblacion con endospermo blanco y cinco
ciclos (C; a C,) de una poblacion con endospermo amarillo. Las poblaciones
base de endospermo blanco y amarillo incluyeron 45 y 55 colectas de diverso
germoplasma, incluyendo hibridos comerciales, variedades mejoradas y pobla-
ciones nativas, colectadas en la regién del altiplano de México. Los diferentes
componentes que entraron en la formacion de las poblaciones base se recom-
binaron en lotes aislados durante dos ciclos consecutivos, en el Ejido Santa
Teresa Tiloxtoc, en Valle de Bravo, Edo. de México (19° 13’ N, 100° 107" W,
1740 msnm), sembrando en un lote aislado dos surcos de 10 m de largo de
cada uno de los componentes colectados que se usaron como hembras, al-
ternando con un surco de macho que estuvo constituido por un compuesto

balanceado de semillas de todos los materiales usados como hembra.

Después de dos ciclos de recombinacién en aislamiento para su homo-
genizacion, se inicié el método de seleccion recurrente intrapoblacional de
familias S, en ambas poblaciones. Cada ciclo se completd en dos afios. Ao
uno: en cada una de las poblaciones de grano blanco o amarillo se autofecun-
daron 400 plantas para obtener las familias S, de cada poblacion. Durante el
ciclo del cultivo y hasta la cosecha se eliminaron plantas con caracteristicas
indeseables. Ano dos: semillas de las mejores 60-70 familias S, se inocularon
con teliosporas del carbén de la espiga (S. reilianum) de acuerdo a Quezada-
Salinas et al. (2013) y se sembraron en campo donde cada surco constituyo
una familia. Del total de familias S, en evaluacion se aplico una presion de
seleccion de 33%. Asi, se seleccionaron y recombinaron las 60-70 mejores fa-
milias S, de cada poblacion. Las mejores plantas de cada familia seleccionada,
con caracteristicas deseables, sanas, libres de sintomas de carbén de la espiga y
de roya (Puccinia sorghi) se recombinaron manualmente con mezcla de polen.
Una mezcla mecéanica balanceada de semilla de las 60-70 familias recombina-
das formaron el siguiente ciclo (C)). Esta secuencia se repiti6 para obtener los
seis ciclos de la poblacion blanca y los cinco ciclos de la poblacion amarilla,

evaluados en este trabajo.
Para los ensayos de evaluacion de los diferentes ciclos de seleccion se utilizo

un disefio experimental bloques completos al azar, con tres repeticiones, en

surcos de 3 m de largo y 80 cm de distancia entre surcos, 16 cm entre plantas
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y 44 plantas por surco, para ajustar a 22, y tener una densidad de 80 000 plan-
tas hal. Cada surco constituyd una parcela util. La preparacion del terreno y
las labores de manejo del cultivo fueron realizadas por personal del Centro de
Innovacion y Desarrollo Tecnologico de Cinta Larga, estado de Hidalgo. Des-
pués de la siembra se dio un riego rodado y posteriormente uno o dos cada
mes dependiendo de las lluvias. El control de maleza se realizo con cuatro apli-
caciones del herbicida (sal de potasio del 4cido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico y
6-Cloro-N2-etil-N4-isopropil-1,3,5, triazina-2,4 diamina). No hubo necesidad

de aplicar fertilizante ni realizar control de plagas y enfermedades.
Ensayos con inoculacion artificial en la poblacién de maiz blanca y amarilla

Para evaluar las ganancias genéticas por ciclo de mejoramiento de resisten-
cia al carbon de la espiga, se incluyeron dos repeticiones de las poblaciones
con semilla inoculada con teliosporas de S. reilianum. El inoculo se colectd en
septiembre de 2018, a partir de plantas infectadas de maiz del ciclo anterior en
el campo de Cinta Larga, Municipio de Mixquiahuala, Hidalgo. Las plantas
de donde se obtuvo el indculo se secaron por siete dias en invernadero, recu-
perando las teliosporas con un tamiz de 117 um y se almacenaron a 20 + 2 °C
para su uso posterior. Semillas de cada ciclo de ambas poblaciones se trataron
con una suspension de 1x10° teliosporas mL! inmersas en pegamento blanco
(Acetato de polivinilo= Resistol 85%) diluido a 20% con agua (v/v) secandolas
por 2 ha 35 +2°C. La incidencia de carbon se evalud en los seis ciclos de las
poblaciones de endospermo blanco y los cinco ciclos de las de endospermo
amarillo. El propdsito de éste ensayo fue evaluar la incidencia del carbon de la
espiga con inoculacién artificial y evaluar la eficiencia del pegamento blanco
usado como adherente de las teliosporas a las semillas. Se aplicaron las mis-

mas condiciones, diselo y manejo que para el ensayo de rendimiento.

Para evaluar las diferencias y ganancias obtenidas entre los diferentes ciclos

de mejoramiento, se determinaron las siguientes variables:

1) Dias a floracion masculina (antesis): Se determind el nimero de dias desde
la fecha de siembra hasta que 50% de las plantas en la parcela iniciaron la emi-
sion de polen. 2) Dias a floracion femenina (emision de estigmas): se tomo el
numero de dias desde la fecha de siembra hasta que 50% de las plantas mostra-
ban exposicion de estigmas. 3) Altura de planta (cm): Se midi6 la altura desde
la base del tallo hasta el nudo de insercion de la inflorescencia masculina. 4)
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La altura de la mazorca (cm) se midié desde la base del tallo hasta la base de la
mazorca principal. 5) Humedad del grano: Se determino por parcela, toman-
do 500 g de semillas de la parte central de cinco de las mejores mazorcas. La
humedad de grano se determiné con el medidor de humedad Dickey John
miniGAC plus. Para el andlisis, el rendimiento de grano se ajusté a 15% de
humedad y se convirtio a t ha'. 6) Severidad de la roya. Los datos se tomaron
en la etapa de floracion usando una escala arbitraria de 1 a 5 en donde 1: No
dafio (tejido foliar 100% sano), 2: pocas lesiones (90% sano), 3: regular (80%
sano), 4: malo (60 - 70% sano) y 5: muy malo (0 - 60% sano). 7) Incidencia
del carbon de la espiga. La respuesta a la infeccion se determind unos dias
después de la emision de ambas inflorescencias. La incidencia se determino
en porcentaje (No. de plantas enfermas entre el niumero total de plantas de

cada parcela x 100). Las variables estudiadas se realizaron de acuerdo a IBPGR

(1991) y Edmeades et al. (2000).
Analisis estadisticos

Todos los datos se analizaron con el software estadistico SAS (Statistical
Analysis System, version 9.4) (SAS Institute Inc., 2013), usando el procedi-
miento PROG GLM y PROG REG para la obtencion de la regresion lineal.
Se realizd un analisis de varianza y prueba de comparacion de medias DMS
con >0.05.

RESULTADOS

Ensayo de rendimiento en la poblacién blanca y amarilla

Por problemas de baja germinacion no se incluyo el ciclo dos (C)) de las
dos poblaciones. El Cuadro 1 muestra las medias para los diferentes caracte-
res evaluados. Para las variables altura de planta y mazorca e incidencia del
carbon de la espiga no hubo diferencias significativas con base en la prueba
de medias DMS (0.05) en ambas poblaciones. Para los caracteres dias a flora-
cién masculina y femenina se observaron diferencias significativas entre los
ciclos de selecciéon en las dos poblaciones. Para la poblacion de endospermo
amarillo las variables severidad en roya y rendimiento de grano mostraron

diferencias significativas, no asi, en la poblacion de endospermo blanco. De
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Cuadro 1. Medias para los diferentes caracteres evaluados en la poblacion de maiz de endospermo blanco y amarillo.

Dias a

Poblacion endospermo blanco
Dias a Incidencia

Ciclos de S S Altura de Altura de Severidad en ) Rendimiento
selecciéon floracion floracion planta (cm) mazorca (cm) roya (1-5) carbén de la t ha'
masculina femenina th espiga (%)
G, 873 a 91.0a 180.0 b 1133 a 2.8 a 12.6 a 11.2 a
C, 793 b 82.6 b 195 ab 1133 a 1.6b 10.7 a 114 a
(OX 77.0b 81.6 b 190 b 108.3 a 1.5b 10.2 a 12.2 a
C, 79.6b 823D 196.6 ab 116.6 a 1.5b 8.5 a 11.6 a
C, 79.6 b 83.3b 196.6 ab 120.0 a 1.8 ab 9.0 a 12.4 a
DMS (0.05) 29 2.6 19.9 23 1 16.6 4.5
Poblacién endospermo amarillo
G, 873 a 913 a 2083 a 121.6 b 3.6a 14.2 a 12.5b
C, 79.0 be 83.3 be 206.6 a 121.6 b 2.0b 8.3 a 12.3b
(OR 78.6 bc 81.0 bc 215.0a 1383 a 1.5b 12.5a 12.2b
C, 82.0b 84.6 b 220.0a 123.3b 1.6b 8.8 a 14.6 a
DMS (0.05) 3.6 4 35 13.4 1 28 2
las variables que no mostraron una respuesta estadisticamente significativa,
los ciclos avanzados de seleccion expresan una mejora con respecto a los ciclos
iniciales. Para una mejor apreciacion del comportamiento de los caracteres
evaluados de los diferentes ciclos en ambas poblaciones, los datos se sometie-
ron a un analisis de regresion lineal para realizar el calculo correspondiente
de ganancia promedio por ciclo (Cuadro 2). Para el caracter altura de mazorca
se observo un incremento de 3.5 y 4.3 cm ciclo! y para altura de mazorca
también hubo un incremento de 1.7 y 2.2 cm ciclo! en la poblacién de endos-
permo blanco y amarillo, respectivamente. Para dias a floracion masculina se
observé una disminucion de -1.51 y -1.6 dias ciclo? y para floracion femenina
Cuadro 2. Respuesta a la seleccion en las poblaciones de endospermo blanco y amarillo.
Poblacién endospermo blanco Poblacion endospermo amarillo
Caracter
T i R? b 1 R?
Dias a floracion masculina -1.51 85.0 0.4 -1.63 85.8 0.30
Dias a floracion femenina -1.8 88.9 0.4 -2.24 90.6 0.50
Altura de planta (cm) 3.48 181.2 0.601 4.35 201.6 0.82
Altura de mazorca (cm) 1.67 109.3 0.4 2.18 120.7 0.20
Severidad roya (1-5) 0.21 2.47 0.4 -0.65 3.80 0.75
Incidencia del carbon (%) -0.94 13.02 0.86 -1.2 13.95 0.30
Rendimiento (t ha') 0.2729 10.9 0.63 0.62 11.35 0.5

*Coeficiente de regresion (b); ¥ intercepto (I); * coeficiente de determinacion (R?).
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-1.8 y -2.2 dias ciclo! en las dos poblaciones, lo que indica que conforme se
avanza en los ciclos de seleccion las poblaciones tienden a ser precoces. En
severidad de roya se obtuvo una reduccion de -0.2 y -0.6 ciclo! (Figura 1). Para
la variable incidencia del carbon de la espiga se encontré una disminucion de
40.9% ciclo! en la poblacion de endospermo blanco y -1.2% ciclo! en la de
endospermo amarillo (Figura 1). Para el caricter rendimiento de grano hubo
un incremento de 0.3 y 0.6 t ha'! por ciclo para la poblacion blanca y amarilla,

respectivamente (Figura 1).

A) 1 eSeveridad roya @ Incid carbén (%) o Rend (t ha?)
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—12.0
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14 — ° o)
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0 11.8

Figura 1. Regresion lineal para las variables severidad en roya, incidencia del carbon de la espiga y
rendimiento de grano. Poblacion de maiz de endospermo blanco (A) y poblacién de maiz
endospermo amarillo (B).
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DISCUSION

La seleccion S, recurrente fue efectiva para la mayoria de los caracteres eva-
luados en las poblaciones blanca y amarilla, principalmente para rendimiento
de grano y resistencia al carbon de la espiga (S. reilianum). Resultados simila-
res se han encontrado en otros trabajos donde el método de mejoramiento
también fue la seleccion recurrente de familias S,. Rodriguez y Hallauer
(1988) evaluaron 10 poblaciones usando diferentes métodos de seleccion,
concluyeron que el método de familias S, fue mejor que los otros métodos
evaluados. La respuesta a la seleccion para rendimiento de grano fue inferior
a la obtenida por Ruiz de Galarreta y Alvarez (2007), pero similar a lo reporta-
do por Tanner y Smith (1987) y Maya-Lozano y Ramirez-Diaz (2002), quienes
reportan al menos una respuesta negativa a la seleccion similar a lo obtenido
en éste trabajo, donde altura de planta y mazorca no mostraron una respuesta

a la seleccion.

También, existen reportes en los que se indica que dependiendo del tama-
o de la poblacion base, la evaluacion de las progenies y el método de recom-
binacién empleado son variables que modifican la respuesta a la seleccion
(Hallauer et al., 2010). Kebede (2001) sugiere que, para evitar la deriva genéti-
ca, se deben usar 30 familias en caso de pretender llevar a cabo cinco, o mas
ciclos de seleccion. Weyhrich et al. (1998), mencionan que la deriva genética
es mas fuerte cuando se usan menos de 10 familias en la recombinacion. En
éste trabajo se seleccionaron 60-70 familias por ciclo, lo que asegura mantener

la variabilidad genética.

Con respecto a la resistencia al carbon de la espiga (S. reilianum f. sp. zeae),
esta se hereda de forma aditiva y es parcialmente dominante (Whythe y Ge-
vers, 1988). En el presente trabajo se obtuvo un incremento en la resistencia
de 0.94 % ciclo! en la poblacion blanca y 1.2 % ciclo?! en la poblacién ama-
rilla. Lo que indica que conforme se avanzan en los ciclos de mejoramiento
se van acumulando genes de manera aditiva con cada ciclo obtenido. La re-
sistencia estd dada por los genes zmWAK, zmNL y GRMZM2G047152 que se
expresan en las primeras etapas del proceso de infeccion en donde inhiben la

dispersion de la hifa infectiva del hongo Sporisorium reilianum f. sp. zeae (Zuo

et al., 2014; Qi et al., 2019).
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CONCLUSIONES

El método de seleccion recurrente de familias S, fue efectivo para incre-
mentar el rendimiento de grano 272.9 kg ha ciclo! y la resistencia al carbon
de la espiga 0.94 % ciclo! en la poblacion de endospermo blanco y 620 kg ha
ciclo!y 1.2 % ciclo? en la resistencia al carbon de la espiga para la poblacion

de endospermo amarillo.

Todas las otras variables consideradas en la presente investigacién mos-
traron una respuesta positiva a la seleccion, excepto para altura de planta'y
altura de mazorca en las dos poblaciones, por lo que el manejo de las pobla-
ciones para obtener los siguientes ciclos se debe aplicar una mayor presion de
seleccion hacia estos caracteres.

La inoculacion artificial a la semilla usando pegamento blanco a 20 % v/v

como adherente fue eficiente para inducir una infeccion uniforme en campo.
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Resumen

El carbon de la espiga del maiz (Sporisorium reilianum f. sp. zeae) es una enfer-
medad que se caracteriza porque el patdgeno remplaza las inflorescencias por
soros llenos de teliosporas. El objetivo de este estudio fue investigar la respues-
ta en campo de 55 poblaciones de maiz nativo a la infecciéon por S. reilianum.
Las poblaciones de maiz se colectaron en los estados de Guerrero (13), Oaxaca
(13), Puebla (seis), Tlaxcala (12) y Estado de México (11). La semilla fue ino-
culada con teliosporas del patdgeno, usando grenetina como adherente. El
hibrido Az 41801 se utiliz6 como testigo. Las poblaciones fueron evaluadas en
Mixquiahuala, Hidalgo, en los ciclos 2015 y 2016. La incidencia de la enfer-
medad se registréo mediante la observacion directa de signos y sintomas en las
inflorescencias. La incidencia maxima de la enfermedad en las poblaciones de
maiz fue de 28.8% y 22.2% en la primera y segunda evaluacion, respectiva-
mente, mientras que el testigo (Az 41801) presentd una incidencia de 70.7%
y 42.3%. Considerando el origen geografico, los maices del Estado de México
y Tlaxcala presentaron una menor incidencia de la enfermedad respecto al
resto de las poblaciones, lo que indica la presencia de genes de resistencia a la
enfermedad.
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espiga, inoculacion artificial.

El maiz (Zea mays sp. mays) presenta una extraordinaria diversidad genéti-
ca y morfolégica, producto de una domesticacion multiple e independiente
(Matsuoka et al., 2002). Los estudios iniciales sobre la diversidad del maiz en
México indican que existen 64 razas, divididas en 59 nativas y cinco introdu-
cidas (Leyva-Madrigal et al., 2020). Las razas de maiz representan un elemento
invaluable para estudiar el proceso evolutivo de esta planta; ademds consti-
tuyen un reservorio genético para el desarrollo de variedades con resistencia
genética a patdgenos (Goodman y Brown, 1988) y a condiciones ambientales
adversas (Arteaga et al., 2016).

El maiz es uno de los cultivos de mayor valor comercial en la agricultura
mundial, principalmente debido a su adaptabilidad a diferentes ambientes,
su rendimiento alto y la amplia diversidad de usos (Bennetzen y Hake, 2009).
En México, el cultivo de maiz ocupa el primer lugar en superficie agricola
cultivada (~50%), predominado la produccién bajo condiciones de temporal
(>75%). El rendimiento promedio nacional en 2018 fue de 3.8 t ha', alcanzan-
dose una produccion nacional total que supera los 27 millones de toneladas
anuales (SIAP, 2018). En México, el 80% de la superficie cultivada de maiz
aun se produce a través de agricultura de subsistencia, en donde predomina el
uso de materiales nativos que los productores tradicionales han conservado,

seleccionado e intercambiado por generaciones (Leyva-Madrigal et al., 2020).

El cultivo del maiz, al igual que cualquier otro cultivo, es afectado por fac-
tores bioticos y abidticos que limitan su produccion. Dentro de los factores
bidticos se encuentran las enfermedades fungicas como el principal problema.
Entre ellas destacan, la pudricién de mazorca y tallo causada por diferentes
especies del genero Fusarium (Mendoza et al., 2017; Pereira et al., 2017; Rivas-
Valencia et al., 2011), entre las enfermedades foliares sobresalen los tizones
ocasionados por Exserohilum turcicum y/o Bipolaris maydis, las royas causadas
por Puccinia sorghi o P. polysora, el complejo de la mancha de asfalto (Phyllachora
maydis, Monographella maydis y Coniothyrium phyllachorae), la mancha foliar cau-
sada por Cercospora zea-maydis y el mildiu inducido por Peronosclerospora sorghi
(De Leon, 2008). En mazorca y espiga, la principal enfermedad es el carbon de
la espiga causado por Sporisorium reilianum f. sp. zeae (Basidiomycota, Ustilagi-
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naceae) con reportes de incidencias de hasta el 80% (Frederiksen, 1977) y pér-
didas en rendimiento del 37.9% (Martinez y Ledezma, 1990). Actualmente,
ésta enfermedad estd ampliamente distribuida en las zonas productoras de
maiz con clima subtropical del mundo (Martinez et al., 2002). En México, la
enfermedad fue reportada por primera vez en Amecameca, Edo. de México
infectando plantas de teocintle (Borlaug, 1946), ainque no se ha vuelto a
observar la enfermedad en esa region. En 2011, el patégeno se reporté en los
estados de Jalisco, Durango, Hidalgo, Puebla, Querétaro, Guanajuato, Mi-
choacan, Oaxaca, Sonora, Tamaulipas y Aguascalientes, pero su distribucion

continua ampliandose (Aquino-Martinez et al., 2011).

El carbon de la espiga del maiz es una enfermedad sistémica de origen
edafico (Lubberstedt et al., 1999). El agente causal, S. reilianum f. sp. zeae, es
un hongo fitopatégeno dimorfico, que presenta una fase saprofitica haploide
y una fase parasitica dipliode. El ciclo de la enfermedad inicia cuando las
teliosporas presentes en mazorcas y panojas son diseminadas por el viento
y lluvia, para finalmente depositarse en el suelo (Martinez et al., 2001), en
donde sobreviven hasta cinco afios (Matyac y Kommedahl, 1986). El hongo
infecta al maiz inicamente durante la emergencia de las plantulas, por medio
de las teliosporas presentes en el suelo (Xu et al., 1999). Bajo condiciones de
humedad y temperatura especificas, las teliosporas germinan formando un
basidio de cuatro células y de cada una de ellas, se forma un gran numero de
basiodiosporas de aspecto de levadura, que corresponden a la fase saprofitica
haploide (Martinez et al., 2002). Posteriormente, mediante el apareamiento
de células compatibles, se forma la fase parasitica diploide (Martinez et al.,
1998). El micelio infectivo penetra las raices de las plantulas de maiz, por esta
razén, en etapas tempranas de la infeccion hay una proliferacion de hifas al-
rededor de la raiz (Martinez et al., 2001). El micelio crece sistémicamente con
el meristemo hasta que, después de la esporogénesis, las inflorescencias son

remplazadas total o parcialmente por soros negros llenos de teliosporas (Xu

et al., 1999).

Las pérdidas ocasionadas por la enfermedad pueden reducirse modificando
las pricticas agricolas (Matyac y Kommedahl, 1985) o mediante la aplicacion
de fungicidas sistémicos a la semilla (Martinez y Ledezma, 1990; Wright et al.,
2006). Sin embargo, por razones ecoldgicas y econdmicas, la generacion de
germoplasma con resistencia genética a la enfermedad es el método de control

mas recomendable (Wang et al., 2008), por lo que es necesaria la identifica-
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cion de posibles fuentes de resistencia. A la fecha, se carece de informacion
sistemdtica sobre la respuesta de poblaciones de maiz nativas a la infeccion por
S. reilianum f. sp. zeae. Asi, el objetivo de la presente investigacion fue deter-
minar la respuesta de germoplasma de maiz nativo proveniente de los estados
de Guerrero, Estado de México, Oaxaca, Puebla y Tlaxcala a la infeccion de S.
reilianum f. sp. zeae. La hipotesis de esta investigacion es que los maices nativos
del estado de Guerrero mostraran una mayor susceptibilidad a la enfermedad,
mientras que los maices originarios de valles altos presentaran una mayor re-

sistencia, como producto de un proceso de coevolucion.

MATERIALES Y METODOS

Germoplasma de maiz nativo. Se evaluaron 55 poblaciones de maiz nativo
que previamente Briones-Reyes et al. (2015) colectaron y caracterizaron, pro-
venientes de 19 localidades ubicadas entre los 1498 y 2520 msnm, de cinco
estados: 13 de la region de Montana de Guerrero, 11 del Sureste del Estado
de México, 13 de la Mixteca Alta de Oaxaca, seis de Puebla y 12 de Tlaxcala
(Cuadro 1). Las colectas de maiz se mantuvieron en cuarto frio a -4 °C desde

la colecta hasta el momento de su uso.

Fuente de inéculo e inoculacion de semillas. La fuente de inéculo fueron
teliosporas colectadas en 2014 en un lote de maiz (hibrido Cardenal, Asgrow®)
en el municipio de Tenango del Valle, Méx. Las teliosporas se retiraron de los
soros, se pasaron por un tamiz de 117 micras (Mont Inox®), se almacenaron
en envases de plastico con sobres conteniendo CaCl, (J. T. Baker y Macron
Fine Chemicals® 94%), y se conservaron a 20 + 2 °C hasta el momento de su
uso. El indculo se caracterizd morfoldgicamente utilizando la metodologia
de Vanky (2012) y molecularmente tomando como base la metodologia pro-
puesta por Marquez-Licona et al. (2018). La caracterizacion morfoldgica del
inoculo se realizd observando laminillas con teliosporas del patégeno. Para
esto, se midieron y caracterizaron 100 teliosporas al microscopio compuesto
a 100 X (CX31RBSFA, Olympus®). La caracterizacion molecular se realizo a
partir de cultivos monobasidiales, amplificando la region ITS (Internal Trans-
cribed Spacer) y parte de la regiéon LSU rDNA (Large Subunit Ribosomal
DNA) usando los iniciadores ITS1F/NL4 (Gardes y Bruns 1993; O’'Donnell
et al., 1998).
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Cuadro 1. Origen geogrifico de las 55 poblaciones de maiz nativo colectadas y caracterizadas por Briones-Reyes et al. (2015).

Procedencia geografica

Poblacion Localidad Municipio Estado Altitud
(msnm)

1 El Nuevo Paraiso Cualdc Guerrero 2222
6 El Nuevo Paraiso Cualac Guerrero 2222
7 El Nuevo Paraiso Cualac Guerrero 2222
20 El Nuevo Paraiso Cualac Guerrero 2222
18 Almolonga Tixtla Guerrero 1593
21 Qjitos de agua Tixtla Guerrero 1593
22 Qjitos de agua Tixtla Guerrero 1593
25 El Ahuejote Tixtla Guerrero 1872
54 Plan de Guerrero Tixtla Guerrero 1498
55 Chilacachapa Tixtla Guerrero 1990
19 Las Trancas Zitlala Guerrero 1564
24 Las Trancas Zitlala Guerrero 1564
23 El refugio Chilapa Guerrero 1680
2 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
3 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
4 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
11 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
12 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
13 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
14 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
5 Los reyes Q. Los Reyes Tlaxcala 2300
37 Nanacamilpa Nanacamilpa Tlaxcala 2720
39 Vicente Guerrero Espanita Tlaxcala 2520
40 Vicente Guerrero Espanita Tlaxcala 2520
48 iTSO EH Espafiita Tlaxcala 2520
8 El pueblito Cuecuecuatitla Tepetlixpa Estado de México 2270
41 Tlapala 2008 Chalco Estado de México 2264
42 Tlapala 2008 Chalco Estado de México 2264
43 Sel-2009 Chalco Estado de México 2264
47 Tlapala 2009 Chalco Estado de México 2264
44 Ay-09 Sr. Marcelino Ayapango Estado de México 2452
46 Poxtla -09 Ayapango Estado de México 2452
52 Col 21-010 Ayap Ayapango Estado de México 2452
53 Col 24-010 Ayap Ayapango Estado de México 2452
45 & Desespigam-09 Texcoco Estado de México 2250
51 FMH 4A Ancho Texcoco Estado de México 2250
9 Sta. Maria Tataltepec Tataltepec Oaxaca 1600
10 Sta. Maria Tayata Tayata Oaxaca 2144
17 Huamelulpan Huamelulpan Oaxaca 2200
26 Sn. M. Huamelulpan Huamelulpan Oaxaca 2200
32 De la unién Huamelulpan Oaxaca 2200
33 De la union Huamelulpan Oaxaca 2200
34 De la union Huamelulpan Oaxaca 2200
27 Cuesta Blanca Tezoatlan Oaxaca 2143
35 Cuesta Blanca Tezoatlan Oaxaca 2143
28 El Chamizal Ticua Oaxaca 2285
29 El Chamizal Ticua Oaxaca 2285
30 Fortin de Judrez Ticua Oaxaca 2287
31 El Chamizal Ticua Oaxaca 2285
15 S. J. Morelos Libres Puebla 2400
16 S. J. Morelos Libres Puebla 2400
36 S. J. Morelos Libres Puebla 2400
38 S. J. Morelos Libres Puebla 2400
49 Zoatecpan Xochitlan Puebla 1610
50 Zoatecpan Xochitlan Puebla 1610
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La extraccion total de ADN de los cultivos monobasidiales, se realizd con
el kit comercial Ultra Clean® Microbial DNA Isolation Kit (MoBio Labora-
rories Inc). La integridad del ADN se verificd en gel de agarosa al 1% vy la
cantidad de ADN se determiné por espectrofotometria a 260 nm de absor-
bancia (Nanodrop® ND-1 V 3.2.1). Para la amplificacion se usé una mezcla
de 25 pL, buffer My Taq 1X, 10 pm de cada iniciador, 1U MyTag™ DNA
Polymerase (Bioline Germany) y 100 ng de ADN. La amplificacion se realizo
en un termociclador Mastercicler Pro (Eppendorf®) a una temperatura de
desnaturalizacion inicial de 94 °C por 4 min, seguido por 35 ciclos a 94 °C por
1 min, 55°C 1 min y 72 °C por 1 min, mas un ciclo de 72 °C por 10 min para
la extension final. La visualizacion de los productos amplificados se realizo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% a 120 volts por 30 min. Para
estimar el tamafo del fragmento amplificado se utilizo el marcador molecular
Pst I (Microzone®). Una vez finalizada la electroforesis, el gel se analizd con un
fotodocumentador Chemi Genius 2 Bio Imaging System (Syngene®). Los pro-
ductos de PCR se purificaron segun lo descrito por Kirby (1965) y se secuen-
ciaron en Macrogen Europe, Amsterdam, Holanda. La calidad de las secuen-
cias se determiné mediante la observacion de los electroferogramas usando el
software 4peaks® Nucleobytes (Griekspoor y Groothuis, 1994), mientras que
las secuencias consenso hicieron usando el software U GENE (Okonechnikov
et al., 2012). Las secuencias obtenidas se compararon en la base de datos Gen-
Bank del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI), utili-
zando la herramienta Blastn (Altschul et al., 1990). Las secuencias se dieron

de alta en la misma base de datos.

La viabilidad se verifico previo a la inoculacion de la semilla como lo des-
criben Quezada-Salinas et al. (2013). Para la inoculacion, las teliosporas se
adhirieron a la semilla usando una solucion acuosa de grenetina al 10%
a 20 °C (MarquezLicona et al., 2018). Las semillas (66 por cada poblacion,
22 por repeticion) se incorporaron a la solucion de grenetina por 1 min, se
recuperaron en una caja de Petri y se cubrieron completamente con teliospo-
ras (~ 40 000 teliosporas/semilla). Las semillas inoculadas se secaron por
24 ha 22 °C. Como testigos se usaron semillas de maiz del hibrido Az 41801®

inoculadas y sin inocular.

Evaluacion de la respuesta de maiz nativo. La respuesta de las poblaciones de

maiz nativo a la infeccién por S. reilianum f. sp. zeae se evalué sembrandolas

en un lote en el Ejido Cinta Larga, Mixquiahuala, Hgo. (20° 11’ 24.6” N 99°
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14’ 35.2” W; 2030 msnm; clima templado semiseco, en los ciclos primavera-
verano de 2015 y 2016, bajo la misma aleatorizacion. En ambas evaluaciones,
las poblaciones de maiz nativo evaluadas, el terreno usado en la evaluacion, la
fuente de inoculo y el porcentaje de germinacion de las teliosporas se mantu-
vieron estables. La semilla inoculada de cada poblacion se sembré en surcos
de 3 m de largo y 0.80 m entre surcos, a una profundidad de 5 cm, con separa-
cion de 13.5 cm entre semillas. La unidad experimental consistié en un surco
con 22 plantas con 3 repeticiones. El disefo experimental fue un Disefo
en Bloques Completos al Azar. Después de la siembra, el terreno se regd por
inundacién (lamina de riego 140 mm), los riegos posteriores se realizaron en
las etapas V5, V7, VT, R2 y R5. La escases de humedad entre el primer y el
segundo riego incrementa el porcentaje de incidencia del carbon de la espiga
segun lo reportado por Matyac y Kommedahl (1985). Dentro de las practicas
agricolas de remocion del suelo posteriores a la siembra, solo se realizd un
paso de cultivadora en etapa V4. El manejo de plagas insectiles y malezas se
realizd de acuerdo con el paquete tecnoldgico regional, mediante el uso de

productos quimicos comercializados en la region.

La incidencia de la enfermedad en las poblaciones se registro 45 dias des-
pués del inicio de la floracion. Se consideré6 como planta enferma aquella
que presentd sintomas en la espiga, en la mazorca, o ambas. La incidencia
de la enfermedad se determind como el cociente entre plantas con sintomas
y el total de plantas en la unidad experimental multiplicado por 100. Consi-
derando los valores de incidencia, las poblaciones se agruparon de acuerdo
con la escala propuesta por Quezada-Salinas et al. (2017), la cual considera
los siguientes rangos 0-10%=altamente resistente, 11-25%= moderadamente
resistente, 26-50%= moderadamente susceptible, 51-75%= susceptible y 76-
100%= altamente susceptible. Para los datos de incidencia de la enfer-
medad se realizd un andlisis de la varianza combinado a través de los dos anos
incluyendo en el modelo también al factor Estado, los genotipos se anidaron
dentro de Estado y la Interaccion afioxgen (estado). A la variable respuesta
incidencia se le aplico la transformacién logaritmo base 10. Las pruebas se
hicieron bajo la transformacion logaritmo para conservar la validez estadistica
del analisis de la varianza, sin embargo, los valores de las medias se expresaron
en las unidades originales. La comparacién multiple de medias para aflos y es-
tados se realiz6 mediante el método de la Diferencia Minima Significativa y la
comparacion multiple de medias ajustadas por minimos cuadrados (Ismeans)

realizd mediante el método de la Diferencia Significativa Honesta de Tukey,
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en ambos casos, considerando un nivel de significancia del 5%. Los anilisis
estadisticos se hicieron usando del software estadistico SAS® Systems for Win-

dows V 9.4 (SAS Institute Inc., 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fuente de in6culo e inoculacion de semillas. En la caracterizacién morfolo-
gica del inoculo, se observaron aglomeraciones de teliosporas de 73 pm de
diametro. Las teliosporas (10-12 x 11-13.5 um) fueron de globosas a subglobo-
sas, principalmente de coloracion café obscuro, con presencia de ornamen-
taciones. Las caracteristicas antes descritas concuerdan con lo reportado por
(Vanky, 2012) para la especie Sporisorium reilianum f. sp. zeae. En la caracteri-
zacion molecular del indculo, la comparacion de la secuencias obtenidas en
el presente estudio (KY856895, KY856896) mediante la herramienta Blastn
(Altschul et al., 1990), mostré 99% de identidad con un fragmento correspon-
diente a la region ITS del genoma completo de S. reilianum f. sp. zeae depositado
en el GenBank (NCBI) por Schirawski et al. (2010), corroborandose la identi-
dad del patogeno inoculado. Las teliosporas empleadas como fuente de inécu-
lo tuvieron un 48% de germinacion después de 24 h, incubadas en obscuridad
a 25 °C, en medio de cultivo PDA acidulado, demostrandose asi la viabilidad
del inoculo, superando el porcentaje de viabilidad reportado en otras investi-
gaciones como Osorio y Frederiksen (1998), Potter (1914) y Quezada-Salinas
et al. (2013). En el presente estudio, las teliosporas germinadas formaron un
basidio septado de cuatro células, cada célula origind una basidiospora hia-
lina, unicelular, subglobosa, a partir de las cuales desarrollaron numerosas
esporidias que formaron colonias tipo levadura color crema (Figura 1 A-B), lo

que concuerda con lo reportado por Marquez-Licona et al. (2018).

Evaluacion de la respuesta de maiz nativo. En 2015, el valor promedio de
temperatura de marzo a septiembre fue de 17.7 °C, con una precipitacion
promedio fue de 67.5 mm, y humedad relativa promedio de 72.6%. En 2016,
durante el mismo periodo, el valor promedio de temperatura fue de 16.8 °C,
precipitacién promedio de 101.2 mm y humedad relativa promedio de 74.8%.
En los 30 dias posteriores a la siembra, donde ocurre la infeccion de las plan-
tulas, la precipitacion promedio fue 41 mm superior en 2016, respecto al afo
anterior. Después de 45 dias del inicio de la floracion, las plantas del testigo no

inoculado permanecieron sanas, demostrandose asi la ausencia de inoculo en el
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A) B) C)

E)

Figura 1. Sporisorium reilianum f. sp. zeae. A) Teliosporas germinadas en PDA 24 h después de la siembra. B) Cultivo
monobasidial en PDA 5 dias después de la siembra. C) Reemplazo parcial de la inflorescencia masculina. D)
Sintomas de filodia en plantas enfermas. E) Atrofia de la inflorescencia masculina. F) Remplazo total de la
mazorca por soros llenos de teliosporas.

suelo, mientras que las plantas provenientes de semilla inoculada mostraron
formacion de soros llenos de teliosporas que remplazaron total o parcialmente
la espiga y la mazorca de las plantas (Figura 1 C-F) como lo mencionan Xu et
al. (1999), observandose una marcada reduccion en la produccion de polen y
grano como lo describen Ghareeb et al. (2011).

En 2015, 37 de las 55 poblaciones de maiz nativo presentaron sintomas del
carbon de la espiga en al menos una de las repeticiones y la incidencia de la
enfermedad en las 55 poblaciones de maiz nativo vario entre 0 y 28.8%. De
las 55 poblaciones de maiz nativo, el 72.7% presentaron incidencias entre Oy
10%, el 21.8% incidencias entre 11y 25% y el 5.5% de las colectas presenta-
ron entre el 26 y el 50% de incidencia. En la misma evaluacion, se encontro
que el 100 y el 83.3% de las poblaciones nativas del Estado de México y
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Tlaxcala, fueron altamente resistentes a S. reilianum f. sp. zeae; mientras que las
poblaciones 19 y 21 de Guerrero y la poblacion 30 de Oaxaca alcanzaron inci-
dencias superiores al 26%, clasificaindose como moderadamente susceptibles.
Para el ciclo 2016, solo 21 de las 55 poblaciones de maiz nativo presentaron
sintomas del carbon de la espiga del maiz en al menos una de sus repeticiones
y la incidencia de la enfermedad en las 55 poblaciones de maiz nativo fluctuo
entre 0y 22.2%. De las 55 poblaciones de maiz nativo, el 94.5% presentaron
incidencias entre 0y 10% y el 5.5% de las poblaciones presentaron incidencia
entre 11y 25 %. En la misma evaluacion, se encontrd que el 100% de las po-
blaciones nativas de los estados de Edo. de México, Tlaxcala y Oaxaca, fueron
altamente resistentes a S. reilianum f. sp. zeae, mientras que las poblaciones 19
y 24 de Guerrero y la poblacion 16 de Puebla alcanzaron incidencias entre
el 11y el 25%, clasificindose como moderadamente resistentes (Cuadro 2).
En el segundo afio de evaluacion (2016), la incidencia de la enfermedad en las
poblaciones fue menor respecto a la evaluacién del afo anterior. Lo mismo
sucedio en el testigo inoculado (hibrido AZ 41801%), en donde se observo una
disminucién del 28.4% en la incidencia de la enfermedad entre la primera y
la segunda evaluacion. Lo anterior se puede atribuir a un incremento en la
humedad del suelo, esto como resultado de una mayor precipitacion en el
segundo afio de evaluacion. Estos resultados sugieren que la condicion de alta

humedad posterior a la siembra afecto la capacidad del hongo para infectar

la incidencia del carbon de la espiga del maiz (Sporisorium reilianum f. sp. zeae) en 55 poblaciones de maiz

nativo inoculado (Mixquiahuala, Hidalgo primavera-verano, 2015 y 2016).

Lineas enfermas (2015) Lineas enfermas (2016)
Incidencia de la enfermedad (%)
Estado 0-10 11-25 26-50 51-75 76-100 0-10 11-25 26-50 51-75 76-100
Tlaxcala 10Y 2 0 0(0.0) 0 12 0 0 0 0
(12)% (83.33)* (16.66) 0.0) ’ 0.0) (100) (0.0) (0.0) 0.0) 0.0)
Guerrero 6 5 2 0(0.0) 0 10 3 0 0 0
(13) (46.15) (38.46) (15.38) ’ (0.0) (76.92) (23.07)  (0.0) 0.0) 0.0)
Puebla (6) 4 2 0 0 0 6 0 0 0 0
‘ (66.66) (33.33) (0.0) 0.0) 0.0 (100) (0.0) 0.0) 0.0) 0.0
Oaxaca (13) 9 3 1 0 0 13 0 0 0 0
¢ (69.23) (23.07) (7.69) 0.0) (0.0) (100) 0.0) 0.0) 0.0) (0.0
México 11 0 0 0 0 11 0 0 0 0
(11) (100) 0.0 (0.0 0.0 (0.0) (100) 0.0) 0.0) (0.0) (0.0

Escala para la clasificacion de poblaciones de maiz nativo: 0-10%=altamente resistente, 11-25%= moderadamente resistente, 26-

50%= moderadamente s
maiz nativo evaluadas po

usceptible, 51-75%= susceptible y 76-100%= altamente susceptible. *= Ntumero total de poblaciones de
r estado. Y= ntimero de poblaciones de maiz nativo enfermas en el rango correspondiente. = Porcentaje

de poblaciones de maiz nativo enfermas en el rango correspondiente, respecto al total de lineas evaluadas por estado.
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las raices de las plantulas de maiz, como lo mencionan Matyac y Kommedahl

(1985).

Los valores elevados en la incidencia de la enfermedad en el hibrido ino-
culado, respecto a la incidencia registrada en las poblaciones de maiz nativo,
puede deberse a que no se han incorporado genes de resistencia a la enfer-
medad dentro del proceso de seleccion de las lineas parentales del hibrido,
mientras que la diversidad genética presente en las colectas de maiz nativo es
mds amplia y puede expresar ciertos niveles de resistencia como lo mencionan
Fehr (1993) y Hallauer et al. (2010). Por esta razon, la conservacion de la di-
versidad genética del maiz es crucial para el mejoramiento genético a futuro,
debido a que la falta de diversidad genética compromete la posibilidad de
generar materiales con mejores rendimientos, la adaptacion a condiciones

ambientales adversas y el desarrollo de germoplasma resistente a enfermeda-

des (Giordani et al., 2019).

Respecto al analisis de la varianza combinado de la incidencia de carbon
de la espiga en 55 genotipos de maiz evaluados durante dos afos, se encontro
que hubo diferencias altamente significativas para los efectos principales de
ano, estado y genotipo, pero no hubo efecto de interaccion ano x genotipo
(Cuadro 3). Los resultados muestran que las poblaciones (genotipo), el origen
y el afo de evaluacion influyeron en la incidencia del carbon de la espiga del
maiz. Diferencias estadisticas significativas del mismo tipo fueron encontra-
das por Briones-Reyes et al. (2015) al evaluar la respuesta de las mismas po-

blaciones de maiz nativo a la pudricion de mazorca causada por Fusarium spp.

Cuadro 3. Analisis de la varianza combinado usando el logaritmo base 10 de la inciden-
cia de carbon de la espiga (Sporisorium reilianum f. sp. zeae) en 56 genotipos
de maiz colectados en diferentes estados de la reptblica mexicana, evaluados

durante dos anos (2015-2016).

Fuente variacion Grados de libertad Cuadrados Medios Prob.

Modelo 115 0.5359 <0.0001

Ano 1 6.9491 <0.0001

Estado 5 4.4818 <0.0001

Rep(afio) 4 0.3236 0.2171

Gen(Estado) 50 0.3309 0.0283

Ano* Gen(Estado) 55 0.2693 0.1705
Error 219 0.2225

Total 334
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bajo condiciones de infeccion natural. Las diferencias entre las poblaciones y
el origen de estas muestran la diversidad fenotipica y genotipica presente en
las variantes de maiz nativo existente en los estados de origen. Las diferencias
significativas entre la incidencia de la enfermedad de un afio de evaluacion al
siguiente, en donde la unica fuente de variacién fue la cantidad de humedad
en el suelo, sugiere una relacion inversamente proporcional entre la cantidad
de humedad presente en el suelo y la incidencia de la enfermedad, lo que

concuerda con lo descrito por Matyac y Kommedahl (1985).

La comparacion multiple de medias para los efectos de afios y de estados,
usando la prueba de la Diferencia Minima Significativa y la transformacion
logaritmo de la variable respuesta incidencia de carbon de la espiga, dividio a
las poblaciones en cuatro grupos definidos (Cuadro 4). El primer grupo con-
sidera las poblaciones provenientes de Tlaxcala y el Edo. de México, las cuales
presentaron los menores porcentajes de incidencia de la enfermedad. El se-
gundo grupo estuvo integrado por las poblaciones de origen en los estados de
Oaxaca y Puebla. El tercer grupo lo integraron solo poblaciones originarias de
Guerrero y el ultimo grupo fue el testigo inoculado que presenté la incidencia

media mas alta del estudio.

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de las comparaciones de medias
para los genotipos anidados dentro de estados y a través de los dos afos. En
este analisis, se encontré que ocho de las 11 poblaciones de maiz nativo del
Estado de México no fueron afectadas por el patdégeno en ninguna de sus re-

peticiones, en ambas evaluaciones, mientras que seis de las 13 poblaciones de

Cuadro 4. Comparaciones de medias para afios y estados, usando la prueba
de la Diferencia Minima Significativa y la transformacion logarit-
mo de la variable respuesta incidencia de carbon de la espiga.

Ano Media Ny Estado Media N

2015 8.434 Ax 168  Testigo inoculado 57.100 A 6

2016 3.208B 168  Guerrero 9.812 B 1

DMS:  2.096 Oaxaca 5.270 BC 78
Puebla 4.691 BC 36
Tlaxcala 2.867 C 72
Estado de México 0.954 C 66
DMS 5.529

*Medias por columna con la misma letra no son estadisticamente diferentes
en base a la prueba de Fisher (LSD, p=0.05); ¥ nimero de observaciones;
‘Diferencia Minima Significativa.
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Cuadro 5. Comparaciones de medias ajustadas por minimos cuadrados (Ismeans), agrupadas por el método de Tukey, para genotipos
anidados dentro de estados y a través de los dos afios.

Genotipo Estado Media Genotipo Estado Media
100 Testigo inoculado 57.10A¢ 34 Oaxaca 3.70EFGH

19 Guerrero 23.03AB 9 Oaxaca 3.58EFGH
23 Guerrero 20.10BC 51 Estado de México 3.55EFGH
20 Guerrero 15.97BCD 12 Tlaxcala 3.33EFGH
21 Guerrero 14.39CDE 49 Puebla 3.12EFGH
30 Oaxaca 13.19CDEF 17 Oaxaca 2.42EFGH
24 Guerrero 13.04CDEFG 53 Estado de México 2.38FGH
27 Oaxaca 11.44CDEFG 7 Guerrero 2.06GH
25 Guerrero 10.65CDEFG 37 Tlaxcala 1.85GH
36 Puebla 9.40CDEFG 18 Guerrero 1.85GH
22 Guerrero 8.70DEFG 35 Oaxaca 1.66GH
50 Puebla 8.54DEFGH 38 Puebla 1.51GH
10 Oaxaca 6.82DEFGH 55 Guerrero 1.51GH

5 Tlaxcala 6.66DEFGH 13 Tlaxcala 1.38GH
26 Oaxaca 6.47DEFGH 11 Tlaxcala 1.28GH

1 Guerrero 5.90DEFGH 33 QOaxaca OH
40 Tlaxcala 5.55DEFGH 4 Tlaxcala OH
16 Puebla 5.55DEFGH 52 Estado de México OH
54 Guerrero 5.50DEFGH 14 Tlaxcala OH

6 Guerrero 5.42DEFGH 42 Estado de México OH
28 Oaxaca 5.25DEFGH 41 Estado de México OH
31 Oaxaca 5.09DEFGH 44 Estado de México OH
39 Tlaxcala 4.79DEFGH 45 Estado de México OH

2 Tlaxcala 4.78EFGH 46 Estado de México OH
48 Tlaxcala 4.74EFGH 43 Estado de México OH
29 QOaxaca 4.68EFGH 3 Tlaxcala OH

8 Estado de México 4.55EFGH 47 Estado de México OH
32 Oaxaca 4.16EFGH 15 Puebla OH

“Medias por columna con la misma letra no son estadisticamente diferentes en base a la prueba de Tukey (p=0.05).

Guerrero tuvieron una incidencia media de la enfermedad igual o superior al
10%. La resistencia observada en las poblaciones de maiz del Estado de Méxi-
co podria explicarse considerando que el primer reporte de la enfermedad en
México fue en Amecameca, Edo. de México (Borlaug, 1946) en plantas de
teocintle, por lo que los maices de la region habrian estado expuestos al pa-
tégeno, ocurriendo asi la coevolucion entre el patdgeno y el hospedante. Por
otra parte, las poblaciones de maiz de Guerrero fueron las mas susceptibles a
la enfermedad, correspondiendo a nuestra hipétesis inicial, generada a partir
de observaciones en campo en donde se ha registrado una mayor susceptibi-
lidad a la enfermedad en hibridos generados a partir de lineas provenientes
del estado de Guerrero (Raza Tuxpenio) (comunicacion personal Dr. Fernan-

do Castillo Gonzilez). En caso contrario, cuando las mismas 55 poblaciones
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fueron evaluadas en su respuesta a la pudricion de mazorca por Fusarium spp.,
las poblaciones de maices nativos provenientes del Edo. de México mostra-

ron una mayor susceptibilidad a la pudricion de mazorca como lo reportaron

Briones-Reyes et al. (2015).

Considerando la escala empleada para la clasificacion de las poblaciones
y la separacion de medias mostrada en el Cuadro 5 se puede observar que 48
de los 56 genotipos evaluados se encuentran dentro del rango de 0 a 10% de
incidencia de la enfermedad, por lo que se consideran altamente resistentes
a la enfermedad. Siete de los genotipos evaluados se encuentran en el rango
entre el 11 y el 25% de incidencia de la enfermedad, considerandose modera-
damente resistentes a la enfermedad y solo el testigo inoculado se ubico entre
el rango de 51 y 75% de incidencia de la enfermedad clasificandose como sus-
ceptible al carbon de la espiga del maiz. Los resultados anteriores demuestran
que la diversidad presente en las poblaciones de maiz evaluadas permitiria
la seleccion de germoplasma resistente a la enfermedad. De igual forma, la
variacion en la respuesta a la enfermedad en los materiales evaluados hace
evidente que el tipo de resistencia a esta enfermedad es de tipo cuantitativo.
Lo anterior se corrobora por el método de seleccion (S1 recurrente) empleado
por De Leon (2020), para la generacion de variedades de polinizacion libre
con resistencia a la enfermedad.

La informacion obtenida en el presente estudio es la primera exploracion
sobre la presencia de genes de resistencia a la enfermedad en maices nativos,
que permiten excluir de un programa de mejoramiento para resistencia a la
enfermedad a aquellas poblaciones que presentaron un mayor porcentaje de
incidencia en ambas evaluaciones. La informacién generada en el presente
estudio pretende incentivar el rescate y uso de los materiales nativos de maiz,
asi como incentivar el inicio de programas de mejoramiento para el desa-
rrollo de lineas con resistencia genética a la enfermedad como lo han hecho
Quezada-Salinas et al. (2017) y la subsecuente generacion de variedades de
polinizacion libre con alto rendimiento y resistencia genética a la enferme-
dad, como la variedad de polinizacién libre CP-Verol generada por De Leon
(2020). Finalmente, se sugiere continuar la evaluacién de germoplasma nativo
de maiz considerando un mayor numero de poblaciones clasificadas por raza,
evaluaciones simultaneas bajo diferentes ambientes y estudios moleculares
para asegurar la presencia de genes resistencia en las poblaciones que preten-

dan usarse como posibles fuentes de resistencia a la enfermedad.
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CONCLUSIONES

Existe variacion en la respuesta de germoplasma nativo de maiz a la in-
feccion de S. reilianum f. sp. zeae. dependiendo de su origen geografico. La
variacion en la respuesta de las poblaciones a la infeccion sugiere la presencia
de genes de resistencia al patégeno en las poblaciones que no fueron afectadas
por la enfermedad. Los maices nativos de Guerrero mostraron una mayor sus-
ceptibilidad a la enfermedad, mientras que los maices colectados en el Estado
de México y Tlaxcala presentaron la mayor resistencia. La condicion de alta
humedad en el suelo en las primeras etapas del desarrollo del cultivo reduce
la incidencia de la enfermedad.
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Resumen

El carbon de la espiga (Sporisorium reilianum f. sp. zeae) del maiz (Zea mays L.)
es una enfermedad de gran importancia que se presenta en zonas productoras
de maiz, incluyendo los Valles del Mezquital y Toluca. El objetivo del presente
estudio fue identificar lineas C-S  y C-S, de maiz adaptadas al Altiplano de
México para ser utilizadas en un programa de mejoramiento de resistencia
y buenas caracteristicas agrondmicas. Semillas de cada linea se inocula-
ron con una suspension de 1.7x10" mL" teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae
en 1% de carboximetilcelulosa de sodio y se sembraron en invernadero. Las
plantas fueron monitoreadas hasta la formacion de espiga, donde se evalué
la incidencia. En 258 lineas C-S, de endospermo blanco se presentd hasta
92.3% de incidencia y hasta 41.7% en 71 lineas de endospermo amarillo.
Con base en la incidencia y caracteristicas agrondmicas, se seleccionaron y
autofecundaron en campo 38 lineas C-S, de endospermo blanco y 24 de en-
dospermo amarillo. Un total de 123 y 114 lineas C,-S, de endospermo blanco
y amarillo, respectivamente, fueron inoculadas con teliosporas del patogeno y
presentaron una incidencia de la enfermedad de hasta 42.8% y 28.5%, respec-
tivamente. La inoculacion con teliosporas y siembra en invernadero permitié
identificar lineas de maiz con diferente porcentaje de infeccidn y seleccionar

las lineas resistentes, probando la eficiencia de ésta técnica.

Palabras clave: Sporisorium reilianum f. sp. zeae, Zea mays, carbon de la espiga,

inoculacion de semilla, lineas resistentes.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es susceptible a enfermedades en diferentes etapas de su
desarrollo. El carbon de la espiga, causado por Sporisorium reilianum f. sp. zeae
(Kithn) Langdon y Fullerton, sinénimo Sphacelotheca reiliana (Khiin) Clint.
(Matyac y Kommedahl, 1985a; Matyac y Kommedahl, 1985b) es un problema
serio desde la década de 1970 en EE.UU., México, Australia, China, Sudafri-
cay Francia (Stromberg, 1981; Bernardo et al., 1992; Jin et al., 2000).

Los sintomas del carbon de la espiga son visibles en la floracion, aun cuan-
do el patégeno infecta la raiz durante la germinacion y primeras etapas de
desarrollo de la plantula (Martinez et al., 2000; Martinez et al., 2002; Zhao et
al., 2015). El micelio infectivo invade sistémicamente los tejidos, hasta llegar
al meristemo apical (Frederiksen y Reyes, 1980; Martinez et al., 1999; Zhao
et al., 2015). El daio principal lo ocasiona durante la floracion, cuando el
micelio establecido en el meristemo produce soros que reemplazan granos en
mazorca (inflorescencia femenina) y anteras. Al madurar, los soros liberan las

teliosporas, que caen al suelo y el aire las transporta a distancias cortas (Mon-

tes y Diaz, 2006; Ghareeb et al., 2011).

Debido a que el indculo se encuentra en el suelo de cultivo, los esfuerzos
por combatir a ésta enfermedad se enfocan en evitar la infeccion durante el
desarrollo de la plantula. Para esto, se utilizan estrategias de control como
el tratamiento de semilla con fungicidas (Stienstra et al., 1985; Martinez y
Ledesma, 1990; Pradhanang y Ghimire, 1996; Wright et al., 2006), practicas
culturales (Mack et al., 1984; Matyac y Kommedahl, 1985a) y la resistencia
del hospedante (Baggett y Koepsell, 1983; Stromberg et al., 1984; Song et al.,
2000; Aquino et al., 2011). Esta tltima es la estrategia mas conveniente evitan-

do dafios ecoldgicos y reducir costos de produccion.

Entre los estudios efectuados para identificar genotipos resistentes al car-
bon de la espiga destacan los realizados en Sudafrica (Kriiger, 1962), EE.UU.
(Baggett y Koepsell, 1983), Kenya (Njuguna y Odhiambo, 1989), Francia (Liib-
berstedt et al., 1999) y China (Duan et al., 1992; Wang et al., 2008). En Méxi-
co, a pesar de ser una enfermedad importante en los Valles Altos (Estados
de Hidalgo y de México), los programas de mejoramiento no contemplan la
seleccion para resistencia y solamente se han enfocado a determinar porcen-

tajes de incidencia en hibridos y variedades de maiz (Pérez y Bobadilla, 2002
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y 2003; Aquino et al., 2011), en condiciones de infeccién natural (Quezada et

al., 2013).

En 2006 y 2007, el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Alimentaria (SENASICA), la Direccién General de Sanidad Vegetal (DGSV)
y el Colegio de Postgraduados (CP), crearon los proyectos de mejoramiento
genético PM0531 y PM0542 en los que se incluyé la seleccion de poblaciones
y lineas de maiz con resistencia al carbon de la espiga para los Valles Altos.
En los Estados de México e Hidalgo se formaron poblaciones de maiz con
amplia base genética de endospermo blanco y amarillo con el propdsito de
seleccionar materiales resistentes a S. reilianum f. sp. zeae implementando un

programa de seleccion recurrente.

Los métodos de seleccion recurrente de progenies o lineas autofecundadas
S,vS,, son los més usados para mejorar la resistencia a plagas y enfermedades;
ademds de incrementar su eficiencia aumentando la frecuencia de genes favo-
rables de una o mas caracteristicas agrondmicas bajo seleccién y mantiene la
variabilidad genética para continuar la seleccion (Hallauer y Miranda, 1988;
Hallauer, 1992). La variacién genética presente en las lineas autofecundadas
permite seleccionar diferente nivel de susceptibilidad al patégeno. Asi, el ob-
jetivo del presente estudio fue el de evaluar el nivel de resistencia o susceptibi-
lidad de lineas C-S, y C,-S, de maiz inoculadas artificialmente con teliosporas

del patogeno.

MATERIALES Y METODOS

Hospedante

La formacion de poblaciones base de maiz de endospermo blanco y ama-
rillo se inicid (Co) en el ciclo primavera-verano de 2007 recombinando varias
fuentes de germoplasma deseable en un vivero en el ejido de Cinta Larga,
Hgo. (20° 137 47" N, 99° 12" 52” O), seleccionado por la alta incidencia de car-
bon de la espiga (panoja) en condiciones naturales. En el ciclo otofio-invierno
2007/08, en un vivero establecido en el municipio de Valle de Bravo, Méx.
(19° 11" 42” N, 100° 07" 52” O), se sembraron las mazorcas de medios her-
manos, se autofecundaron las mejores plantas y se obtuvo la semilla CS,. El

vivero en Valle de Bravo, Méx. se establecié por la presencia de carbon de la
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espiga y para avanzar una temporada de siembra en condiciones subtropicales

sin heladas.

A partir de éste ciclo, se siguio el método de mejoramiento poblacional
de S, recurrente recombinando las familias S, en el ciclo primavera-verano en
Hidalgo y generando nuevas lineas S, en el ciclo otono-invierno en Valle de

Bravo, Méx.

En 2009 se completaron dos ciclos de mejoramiento obteniéndose semilla
C,S,, con un total de 258 lineas de endospermo blanco y 71 de endospermo
amarillo. En éstas lineas se evaluo la respuesta a la infeccion por S. reilianum f.

sp. zeae mediante inoculacion artificial de semillas y siembra en invernadero.

En 2010, en el vivero en el Estado de Hidalgo, se sembraron las lineas C,-
S, las cuales se recombinaron y autofecundaron y se obtuvo semilla C,y C,S..
Para obtener la semilla C S, se seleccionaron las mejores lineas C -S, en base
a caracteristicas agronémicas con una presion de seleccion al carbon de la
espiga entre 0 a 7.7% de incidencia en las lineas de endospermo blanco y de O
a 12.5% en las de endospermo amarillo. El porcentaje de incidencia fue el re-
sultado de la evaluacion en condiciones de invernadero previamente descrito.
Seis o siete plantas de las lineas seleccionadas se autofecundaron para obtener
semilla C-S,. Después de cosecha, semillas de 123 y 114 mazorcas C-S, de
endospermo blanco y amarillo, respectivamente, se inocularon, se sembraron

en invernadero y se evaluaron por su resistencia al patdgeno.
Patogeno

En el estudio se usaron teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae obtenidas de
espigas y mazorcas de plantas de maiz infectadas naturalmente en el estado de
Hidalgo. Las teliosporas se desinfestaron en una solucion de 1% de CuSO,
por 24 h, se lavaron con tres cambios de agua destilada estéril y se recuperaron

en papel filtro para su secado.

Para determinar la viabilidad del in6culo se preparé una suspension de
teliosporas con una concentracion de 50,000 teliosporas mL! en agua destila-
da estéril. 0.5 mL de la suspension se colocod y dispersd en cajas de Petri con
medio de cultivo PDA. Las cajas se incubaron a 25 °C en obscuridad. El por-
centaje de germinacion se determiné a las 96 h en 4 campos de microscopio

compuesto (40X), registrando el porcentaje de teliosporas germinadas.
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Inoculaciéon del hospedante

Una suspension de teliosporas a una concentracién de 1.7x107 esporas
mL?! se preparé en agua destilada estéril con carboximetilcelulosa de sodio
como adherente (NaCMC; Drogueria Metropolitana, México, D. F.). Las se-
millas de maiz (22 por cada linea), se sumergieron por 1 min en esta suspen-
sion y se secaron a 22 °C durante 48 h. Como testigo y fuente de comparacion
se usaron semillas del hibrido susceptible AS-910.

Las semillas inoculadas se sembraron en macetas con suelo esterilizado, a
una profundidad de 2 cm. El suelo tenia pH 8.0, conductividad eléctrica de
5.08 dSm™, 3.23% de materia organica y textura franco-arenosa (arena 75.6%,
limo 14.5% vy arcilla 9.9%). Las macetas (40 cm de ancho x 40 cm de altura)
se colocaron en invernadero distribuidas en un disefio completamente al azar,
los tratamientos fueron 123 lineas de endospermo blanco y 114 de endos-
permo amarillo. La unidad experimental fue una maceta con 22 plantas y
dos repeticiones por tratamiento. Después de la siembra, las macetas se rega-
ron a capacidad de campo. Temperatura y humedad dentro del invernadero y
del suelo se midieron con un registrador de datos (WatchDog Micro Station,
Spectrum Technologies Inc.).

Evaluacion de la incidencia de la enfermedad

En lineas C S, y C,S,, la susceptibilidad y resistencia se registraron du-
rante la floracion por observacion visual de sintomas del carbon tanto en la
mazorca como en la espiga de las plantas de cada linea. Una planta susceptible

fue aquella con presencia de soros en la espiga, en la mazorca o ambas.

El porcentaje de incidencia se determind como el cociente entre plantas
con sintomas y el total de plantas en la unidad experimental multiplicado por
100; después se transformaron por arcoseno para homogeneizar las varian-
zas. De acuerdo a la incidencia, las lineas se clasificaron siguiendo la escala:
0%=altamente resistente, 11-25%= moderadamente resistente, 26-50%= mo-
deradamente susceptible, 51-75%= susceptible y 76-100%= altamente suscep-
tible. Los datos se analizaron utilizando el sistema de analisis SAS y compara-

cion de medias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae utilizadas como indculo presen-
taron germinacion de 31% después de 96 h de incubacion en oscuridad a
25 °C. La infeccion por S. reilianum f. sp. zeae se identificd por la presencia
de soros en la espiga, en donde las flores fueron reemplazadas por masas de
teliosporas. En plantas infectadas se observaron espigas compactas (Figura
1A), con proliferacion de espiguillas y presencia de teliosporas de color negro.
Para observar la infeccion en la mazorca, fue necesario cortarlas a la mitad en
sentido longitudinal; en las mazorcas infectadas se desarrollaron soros, dentro
de estos teliosporas agrupadas en una masa de color negro (Figura 1B). Los

sintomas y signos observados en la espiga y mazorca coinciden con los repor-

tados por White (1999) y Baggett and Kean (1989).

Figura 1. Sintomas y signos del carbon de la espiga presentes en plantas de maiz provenientes de semilla
inoculada con una suspension de teliosporas de Sporisorium reilianum f. sp. zeae de 1.7x107
teliosporas mL" a 1% de carboximetilcelulosa de sodio y sembradas en invernadero. A) For-
macion de soros en la espiga. B) Formacion de soros en la mazorca.

Las plantas que presentaron sintomas y signos sirvieron para determinar
el porcentaje de incidencia de la enfermedad en las lineas C,-S y C-S, eva-

luadas.
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Evaluacion de incidencia en lineas C,S,

Entre las lineas con endosperma blanco solamente una fue altamente sus-
ceptible a la enfermedad presentando una incidencia de 92.3%. En las lineas
de endospermo amarillo, los valores m4s altos de incidencia fueron de mo-
deradamente susceptibles con valores de 28.6, 30, 33.3 y 40%. La frecuencia
de la enfermedad en las 258 lineas C-S, de endospermo blanco y 71 lineas
C,S, de endospermo amarillo se presenta en las Figuras 2 y 3 y los valores
del analisis de varianza se incluyen en el Cuadro 1, mostrando que solamente
una linea de endospermo blanco presentd un valor promedio de incidencia
de 92.3% superando al testigo que mostrd un valor de 77.8% de incidencia

de la enfermedad.
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Figura 2. Frecuencia de la incidencia de carbon de la espiga en lineas C-S| de endospermo blanco.
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Figura 3. Frecuencia de la incidencia de carbon de la espiga en lineas C -S| de endospermo amarillo.
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Cuadro 1. Respuesta de lineas S, de endospermo blanco y ama-
rillo a la infecion por carbon de la espiga (Sporisorium
reilianum f. sp. zeae) con inoculacion artificial de la
semilla.

Incidencia de Ia Lineas de Lineas de
enfermedad (%) endospermo endqspermo
blanco (258) amarillo (71)

0 106 35
1-10 47 17
11-25 73 15
26-50 27 4
51-75 4 0
76-100 1 0
Incidencia media 11.2 10.18
Incidencia minima 0 0
Incidencia maxima 92.3 40.0
Desviacion estandar 15.91 14.32
DMS (5%) 34.3 34.58
CV (%) 64.19 7174
R? 0.89 0.84

Las temperaturas promedio para suelo y ambiente fueron de 19.4 y 22.1
°C, respectivamente, y una humedad relativa de 70%, condiciones adecuadas

para el desarrollo de la enfermedad.

Las lineas mas susceptibles a la enfermedad presentaron valores de hasta
92.3 y 40% de incidencia en maiz de endospermo blanco y amarillo, respec-
tivamente. Estos resultados sugieren que maices con endospermo blanco son

mas susceptibles que los de endospermo amarillo.

La frecuencia de la enfermedad en las 258 lineas de endospermo blanco
inoculadas fue: 106 lineas (41.1%) no presentaron la enfermedad, 47 (18.2%)
con incidencia de 1-10%, 58 (22.5%) con incidencia de 11-20%, 46 (17.8%)
con incidencia entre 21-70%, solamente una linea presentd un valor pro-

medio de incidencia de 92.3% superando al testigo que mostrd un valor de

77.8% de incidencia de la enfermedad.

En el caso de las 71 lineas S, de endospermo amarillo, la distribucion de la
incidencia fue: 35 lineas (49.3%) no presentaron la enfermedad, 17 (23.9%)
con incidencia entre 1-10%, 13 (18.3%) con incidencia entre 11-20% y 6

(8.4%) con incidencia entre 21-40%. Los valores promedio de temperatura
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fueron de 19.4 y 22.1 °C para el suelo y ambiente, respectivamente, con una
humedad relativa de 70%. Estos valores fueron conductivos para el desarrollo

de la enfermedad.
Evaluacion de incidencia en lineas C;S,

La mayor incidencia del carbon de la espiga en lineas C.-S, con endosper-
mo blanco fue 42.8% y hasta 28.5% en las lineas de endospermo amarillo,

mientras que en el testigo la incidencia fue 86.1%.

De las 123 lineas de endospermo blanco, 98 (79.7%) no mostraron la en-
fermedad y en las 114 lineas de endospermo amarillo, 84 (73.7%) no presen-
taron la enfermedad (Cuadro 2). La frecuencia de la enfermedad en las lineas
S, de endospermo blanco y amarillo se presenta en las Figuras 4 y 5. El analisis

de varianza se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Respuesta de lineas C-S, de endospermo blanco y
amarillo a la infecién por carbon de la espiga (Spori-
sorium reilianum f. sp. zeae) bajo inoculcion artificial
de la semilla.

Incidencia de Ia L;'lneas de L(;neas de
endospermo endospermo

enfermedad (%) blancop (123) amarilli (114)
0 98 84
1-10 21 22
11-25 2 6
26-50 2 2
51-75 0 0
76-100 0 0
Incidencia media 4.06 3.01
Incidencia minima 0 0
Incidencia maxima 42.8 28.5
Desviacion estandar 14.03 6.42
DMS (5%) 4.15 6.1
CV (%) 22.5 45.46
R? 0.92 0.97

Durante el desarrollo del ensayo en invernadero se registraron temperatu-
ras promedio de 18.47 °C en el suelo y 21.61 °C en el ambiente, ademas de
una humedad relativa promedio de 69.76%.

291



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

(S =)
P=T <1
L

% de familias S,
(253 B
(=} o

-
o o
L

o

0 1-10 11-25 26-50 51-75 76-100
% de infeccion en familias S,

Figura 4. Distribucion de la incidencia de carbon de la espiga en lineas C S, de endospermo blanco.
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Figura 5. Distribucion de la incidencia de carbon de la espiga en lineas C -S, de endospermo amarillo.

La respuesta de plantas de maiz a la infeccion de S. reilianum f. sp. zeae ha
sido evaluada con el objetivo de identificar germoplasma resistente. Para esto
se utilizan diferentes métodos de inoculacion de semilla al momento de la
siembra. Njuguna y Odhianbo (1989) reportan incidencias de hasta 62.8% al
depositar teliosporas sobre la semilla. Stromberg et al. (1984), mediante ino-
culacion a la semilla con sustrato contaminado con teliosporas, obtuvieron
incidencias méaximas de 56% y de 35.5% en lineas e hibridos de maiz, respec-
tivamente. En el presente estudio en el que la inoculacion de semilla se realizo
con una suspensién de 1% de NaCMC y 1.7x107 teliosporas mL! (Quezada
et al., 2013), y se obtuvieron incidencias en lineas C -S, de hasta 92.3% en los
materiales de endospermo blanco y de hasta 40% en las de endospermo ama-

rillo. Mediante la inoculaciéon de semilla se simulan las condiciones naturales
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de la infeccion asegurando que el patdgeno entre en contacto con el hospe-

dante durante el proceso de germinacion de la semilla (Prom et al., 2011).

Al avanzar las lineas C-S, a C S, la proporcion de lineas que presentaron
algun grado de incidencia disminuy¢é y la proporcion de lineas con 0% de inci-
dencia se incremento de 41.1 a 79.7% y de 49.3 a 73.7%, para el caso de maiz
blanco y amarillo, respectivamente. Estos resultados muestran que este méto-
do de inoculacion propicia niveles de infeccion y seleccién confiables en un
programa de seleccion de germoplasma resistente al carbén de la espiga y per-
mite identificar lineas que difieren en la respuesta a la infeccion. La presencia
o ausencia de soros en la mazorca o en la espiga fue usada como indicador de
la resistencia o susceptibilidad en nuestro estudio. De acuerdo con Zhao et al.
(2015), la resistencia esta determinada por la supresion de la invasion dentro

de la planta y no con la supresion de la penetracion del patégeno.

Ademis de contar con un método de inoculacién eficiente, la temperatura
y humedad del suelo son factores importantes en la epidemia. En nuestro
estudio se encontrd una excelente germinacion de teliosporas e infeccion del
hospedante a 18.47y 19.4 °C, lo cual difiere con Matyac y Kommedahl (1985a)
y Baier y Kriiger (1962), quienes reportan que temperaturas entre 23 y 30 °C
son ideales para la germinacion de las teliosporas e infeccion de las plantulas.
Los resultados obtenidos pueden explicarse debido a las temperaturas mas
bajas en el Altiplano de México, donde se presenta la enfermedad durante la
germinacion de las semillas y primeras etapas de desarrollo de las plantulas
que es la etapa crucial para la infeccion o a la presencia de diferentes razas,
las cuales varian en su comportamiento dependiendo de las condiciones am-
bientales y el genotipo de su hospedante (Pecina et al., 2004). El contenido
de humedad del suelo en promedio se mantuvo en 26.18 kPa, equivalentes a
0.2618 bar, resultando en una incidencia de hasta 92.3% en el primer ciclo
de evaluacion. Este nivel de humedad difiere a lo consignado por Matyac y
Kommedahl (1985a) quienes reportan que una humedad del suelo de 1.5 bar

propicia un mayor numero de plantas infectadas, con incidencias de 32%.

En la mayoria de los programas de mejoramiento genético en maiz la eva-
luacién y seleccion contra enfermedades se realiza en condiciones de campo.
En nuestro estudio se mostrd que es posible combinar el uso de invernadero
(mayor presion de seleccion en condiciones controladas) y hacer el trabajo de
mejoramiento en campo solamente con germoplasma previamente evaluado en

invernadero.
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Por ultimo, las lineas seleccionadas en el presente estudio se han utilizado
en la formacion de variedades sintéticas con buen comportamiento agronomi-
co y resistencia genética al carbon, ademas de ser incorporadas en programas
de mejoramiento genético para resistencia al carbon de la espiga en el Estados
de México y el estado de Hidalgo.

CONCLUSIONES

El programa de seleccion S1-S2 recurrente probd ser eficiente en la gene-
racion y seleccion de lineas con diferente grado de susceptibilidad al carbon

de la espiga.

La técnica de inoculacion utilizada fue eficiente para descriminar germo-

plasma resistente del susceptible.

La seleccion en campo de lineas de maiz con caracteristicas agrondmicas
deseables y evaluacion de la infeccion por S. reilianum f. sp. zeae en invernade-
ro, son metodologias complementarias para la generacion de lineas resistentes

en un programa de mejoramiento genético.
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Resumen

Para demostrar la eficiencia de productos inductores de la resistencia a enfer-
medades en maiz, en 2016 y 2017 se establecieron ensayos en el Campo Expe-
rimental de la Universidad Autéonoma del Estado de México, Campus Toluca,
con el hibrido de maiz comercial BG1384W, donde se estudio la eficiencia
de seis agroquimicos como inductores de resistencia, incluyendo Fosetil-Al,
Acibenzolar-S-metil, Bacillus subtilis, Tebuconazole + Trifloxystrobin, Proteina
Harpin y Clotianidin + Bacillus firmus, para controlar la roya comun (Puccinia
sorghi Schw.) y el complejo de la mancha de asfalto (Phyllachora maydis Maubl.
y otros), con dos formas de aplicacion (al suelo y foliar) y tres dosis (comercial
recomendada, mitad de la recomendada y recomendada mas 50%) para cada
agroquimico. Se registraron datos agronémicos en un ensayo de rendimiento
y la severidad de las mencionadas enfermedades. En 2016, la severidad no fue
afectada por ninguno de los agroquimicos, aunque se incrementé el rendi-
miento con las aplicaciones de Fosetil-Al y Acibenzolar-S-metil. En 2017, Ba-
cillus subtilis disminuyo la severidad de la roya, mientras que Fosetil-Al redujo
la severidad del complejo mancha de asfalto, pero mostré el rendimiento mas

bajo.

Palabras clave: inductores, resistencia, maiz, Fosetil-Al, Bacillus subtilis
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El maiz es el cultivo mas importante de México, desde el punto de vista
alimenticio, industrial, politico y social (Saint y Lopez, 1997). En 2017, la
superficie cosechada en el pais fue de 1 144 590 ha, con un rendimiento de
grano promedio de 6.477 t/ha (SIAP, SAGARPA, 2017). El maiz tiene varios
problemas fitosanitarios, destacando entre los mas importantes el carbon de
la espiga (Sporisorium reilianum f. sp. zeae), que afecta la espiga y la mazorca,
el carbon comun (Ustilago maydis) que afecta principalmente a la mazorca, la
roya comun (Puccinia sorghi Schwein) y el complejo mancha de asfalto (CMA)
(Phyllachora maydis Maubl. y otros) que atacan al follaje (CIMMYT, 2005). El
CMA se reportd por primera vez en México por Maublanc (1904); posterior-
mente, se determind que el CMA es causado por varios hongos, donde P.
maydis es el primero que se establece para luego llegar Monographella maydis
Miuiller y Samuels y por ultimo, dentro de los estromas de P. maydis se asienta
el hiperparasito Coniothyrium phyllachorae Maubl. (Hock et al., 1992). Esta en-
fermedad puede causar pérdidas hasta del 100% (Martinez y Espinosa, 2014).
La roya esta ampliamente distribuida en climas subtropicales y templados con

alta humedad relativa (CIMMY'T, 2005).

Es necesario utilizar alternativas de control de enfermedades de plantas
que se han venido implementando para controlar enfermedades en otros
patosistemas, especialmente en cultivos remunerativos como los horticolas.
En gramineas, existen pocos estudios sobre induccion de resistencia. El trata-
miento de plantas con varios agentes, incluyendo fitopatégenos virulentos o
avirulentos, no patogenos, extractos de plantas y quimicos sintéticos, pueden
inducir resistencia al ataque de patdgenos (Walters y Fountaine, 2009). La
induccion de resistencia se define como el incremento de la expresion de
mecanismos de defensa natural de las plantas que las incita a protegerse de en-
fermedades e insectos que incluyen tanto respuestas locales como sistémicas
(Riveros, 2001; Edreva, 2004) que van desde las barreras fisicas hasta las reac-
ciones bioquimicas que alertan las células entre si, para producir sustancias
toxicas que eliminan o inhiben la colonizacion por parte de la plaga (Riveros,
2001). Esta resistencia se incrementa cuando se estimula apropiadamente por

factores exdgenos (Choudhary et al., 2007) sin alteracion del genoma de la

planta (Kilian et al., 2000).

La resistencia inducida puede desencadenarse tanto por la pre-inoculacion

con agentes patdgenos, no patdgenos, simbiontes y saprofitos, o bien por la
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aplicacion de determinados inductores abioticos, como el acido salicilico o los
metabolitos microbianos que estimulan a la planta para producir sustancias
naturales de defensa contra patdgenos (Quintero y Castaiio, 2012). Cuando
éstos son reconocidos por moléculas endégenas, tienen la funcion de activar
o aumentar el nivel de resistencia de las plantas, tanto a nivel local o en pun-
tos distantes al sitio de infeccion, asi como de participar de otras actividades
fisioldgicas (Schreiber y Desveaux, 2008). El interés en las moléculas estimula-
doras de los mecanismos naturales de defensa de la planta, surgi6 a partir de
su intervencion en el control de patdgenos y plagas, ya que presentan el po-
tencial de disminuir y/o evitar el riesgo de emergencia de poblaciones de pa-
togenos o plagas resistentes a productos quimicos, contrarrestar parcialmente
los dafios quimicos ocasionados por los plaguicidas y causar un incremento
del rendimiento de las cosechas (Guimaraes et al., 2008).

El primer quimico activador de resistencia, Probenazole, se registro en Ja-
pon en 1975, como Oryzemate® y desde entonces muchos otros activadores
han sido desarrollados, como el Acibenzolar-S-metil (ASM), registrado como
Actigard® (Syngenta), Proteina Harpin como Messenger® (Plant Health Care),
entre otros (Walters et al., 2013). En plantas de fresa, Fosetil-Al® (Bayer) indujo
resistencia al disminuir la severidad de la pudriciéon de la corona (Phytophthora
cactorum) y la pudricién de las raices (P. fragariae) (Eikemo et al., 2003) y en tu-
bérculos de papa mostré una mayor acumulacion e incremento de las enzimas
B-1,3-glucanasas y proteasas, fitoalexinas y compuestos fenolicos (Andreu et al.,
2006). El ASM, originalmente comercializado para el control de la cenicilla
polvorienta (Oidium sp.) en trigo y cebada (Gorlach et al., 1996), en la actua-
lidad se utiliza para inducir resistencia contra un extenso rango de fitopato-
genos, como roya (Uromyces viciaefabae) y quemadura por ascochyta (Ascochyta
fabae) en haba, en condiciones de campo e invernadero (Sillero et al., 2012).
En el cultivo de pera, redujo la severidad de la rona (Venturia nashicola) con
una eficiencia en el control de 42% (Faize et al., 2004) y en platano Dominico-
Hartén (Musa AAB) fue eficiente al reducir la severidad de la Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis) y amarilla (M. musicola) en 80% (Marquez y Castaiio,
2007). La mezcla de Tebuconazole® con Trifloxystrobin®, combinacion de un
triazol y una estrobilurina, generaron incremento en rendimiento respecto al
testigo (Couretot et al., 2013). La aplicacion de inductores de resistencia en
plantulas de Dominico-Hartén contra Sigatoka, incluyendo Propiconazol®,
del grupo de los triazoles, demostré reducir el tamafio de las lesiones y bajos
indices de severidad de esta enfermedad (Mogollon et al., 2011), debido a la
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inhibicion de la demetilacion del C-14 del lanosterol, un precursor del ergos-

terol de la membrana celular del patogeno (Koller, 1992).

Las especies en el género Bacillus son consideradas factores microbianos
para la produccion de varias moléculas biologicamente activas, algunas poten-
cialmente inhibidoras del crecimiento de hongos (Schallmey et al., 2004). Ba-
cillus subtilis es extremadamente tolerante a estreses ambientales, incluyendo
factores del suelo y almacenamiento a largo plazo (Brannen y Kenney, 1997).
La cepa QTS 713 de B. subtilis, es antagonista de muchos hongos fitopato-
genos, con efecto en la competencia por nutrientes, la exclusion del sitio,
colonizacion y la union de las bacterias al hongo. También, puede detener
la germinacion de las esporas de hongos fitopatogenos, interrumpiendo el
crecimiento del tubo germinativo e inhibiendo la adhesion del patégeno a
la hoja (EPA, 2006), debido a compuestos que muestran actividad fungicida.
AgraQuest, reporta que la cepa QST 713 de B. subtilis induce resistencia sis-
témica de las plantas contra bacterias fitopatdgenas. Otra especie importante
del género Bacillus es B. firmus, reportada para el control de nematodos, un
proceso basado en varias interacciones, ya sea de la bacteria con los nemato-
dos o a través del hospedante, pero atin no se entienden completamente dichas
interacciones supuestamente basadas en varios mecanismos que comprenden
acciéon enzimdtica, degradacion de exudados de raiz y produccion de la fito-
hormona 4cido indol-acético (EFSA, 2012). Este microorganismo, combinado
con Clotianidin, es efectivo contra una variedad de especies de insectos (Co-
ledptera, Thysanoptera, Lepiddptera y Diptera).

La Proteina Harpin fue descubierta por Wei et al. (1992), como elicitor de
la respuesta de hipersensibilidad provocada por Erwinia amylovora. Actualmen-
te, el producto Messenger® de la empresa Planth Health, con base en la Pro-
teina Harpin, activa un mecanismo natural de defensa en las plantas, referido
como resistencia sistémica adquirida (EPA). Dong et al. (1999), reportaron
que Harpin elicitd resistencia sistémica a Peronospora parasitica y Pseudomonas
syringae pv. tomato en plantas silvestres de Arabidopsis thaliana. Con base en lo
anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar agroquimicos reportados
como inductores de resistencia a enfermedades y obtener informacién pre-
liminar del efecto inductor de resistencia en maiz contra la roya comun y el

complejo mancha de asfalto.
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MATERIALES Y METODOS

El primer ensayo se sembro en el Campo Experimental de El Cerrillo,
de la Universidad Autonoma del Estado de México (19° 10’ 25” N - 99° 37°
02”7 O), el 7 de abril de 2016. Se utilizo un disefio experimental de parcelas
sub-subdivididas, en donde las parcelas mayores incluyeron seis agroquimicos
(Aliette, Actigard, Poncho Votivo, Serenade, Messenger y Consist Max) y un
testigo absoluto. Como subparcelas se incluyeron dos métodos de aplicacion
(foliar y al suelo), haciendo la aplicacién al suelo con aspersion al fondo del
surco al momento de la siembra y la aplicacion foliar se hizo via aspersion a los
50 dias de emergida la planta. Las sub-subparcelas consistieron de 3 dosis de
los productos: 1. dosis recomendada en la etiqueta del producto, 2. dosis baja
con 50% de la dosis recomendada y, 3. dosis alta con la dosis recomendada
mas 50% de ésta (Cuadro 1). La unidad experimental fue de dos surcos de
3.0 m de largo y 0.80 m entre surcos, con un area de 4.8 m’ y tres repeticio-
nes. Se utilizo semilla del hibrido comercial de maiz BG1384W (Biogene).
Los tratamientos testigos consistieron de agua solamente. La infeccion fue de

incidencia natural.

El segundo ciclo de siembra (5 de abril de 2017), se establecio en el mismo
Campo Experimental. Debido a una baja emergencia de plantas por al ataque
del gusano de la semilla de maiz (Hylemia sp.), el ensayo se resembro en su
totalidad el 10 de mayo, repitiendo el mismo disefio experimental. Para regis-
trar la severidad de las enfermedades, se emplearon escalas para roya comun
(Puccinia sorghi) y el complejo mancha de asfalto (Phyllachora maydis y otros).
En roya y mancha de asfalto, la severidad se estimé usando una escala visual
de 1-5, donde: 1=Resistente (con pustulas en 10% del 4rea foliar), 2=Mode-

radamente resistente (pustulas en 20-30% del area foliar), 3=Moderadamente

Cuadro 1. Agroquimicos y dosis utilizadas en las evaluaciones TO-2016 y TO-201.

Ingred. activo Cljr(::l}jcrizl Baja (B) Me?l(i);l(sM) Alta (A)
1. Fosetil-Al 80% Aliette 625 g/ha 1250 g¢/ha 1875 g/ha
2. Acibenzolar-S-metil 500 g/1 Actigard 30 g/ha 60 g/ha 90 g/ha
3. Trifloxystrobin + tebuconazole Consist Max 125 mL/ha 250 mL/ha 375 mL/ha
4. Cloatianidin 500 g/1 + Bacillus firmus Poncho Votivo 40 mL/ha 80 mL/ha 120 mL/ha
5. Bacillus subtilis 1 x 109 UFC/g Serenade 2.5L/ha 5L/ha 7.5 L/ha
6. Proteina Harpin 3% Messenger 75 ¢/ha 150 g¢/ha 225 g/ha

7. Testigo
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susceptible (pustulas en 40-50 % del 4rea foliar), 4=Susceptible (pustulas en
60-70% del area foliar) y 5=Muy susceptible (pustulas en 100% del 4rea foliar).
Se colectaron datos agrondémicos de un ensayo de rendimiento (CIMMYT,
1985; IBPGR, 1991), incluyendo dias a 50% de floracion masculina y feme-
nina, altura de planta y mazorca, aspecto de planta y de mazorca, numero de
mazorcas sanas y podridas, peso de grano fresco en cosecha ajustado a 15%
de humedad para obtener rendimiento de grano por hectarea. Las variables
registradas fueron sometidas a un analisis de varianza (ANAVA) y los valores

obtenidos se sometieron a una prueba de comparacion de medias de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ciclo de siembra TO-2016. Acibenzolar-s-metil y Tebuconazole + Trifloxys-
trobin y Bacillus subtilis retrasaron la floracion femenina, en cambio las par-
celas tratadas con Fosetil-Al y Cloatianidin + Bacillus firmus mostraron una

aceleraciéon en la floracion femenina (Cuadro 2). La floracién masculina

Cuadro 2. Separacion de medias de agroquimicos, via de aplicacion y dosis por el método Tukey (0:=0.05) para la variable caracteristi-
cas agrondmicas y severidad de las enfermedades. TO-2016.

™M FF RFM AlP AIM BMP AsM MP. RG SCMA SR
Aliette 108.2 a 109.4 b* 1.0b* 178.7 a* 94.0 a* 0.5ab* 1.9a* 1.1a* 57a 1.6a* 1.2 ab*
Testigo 108.2 a 110.2ab 1.0a  165.2 abc 780bc  04c 2.2a 01b 47abc 12b 1.0b
Serenade 108.4 a 110.2a  1.0a 159.0 be 81.5abc  0.5abc 2.2a 0.3ab 4.7abc 1.3ab 1.1ab
Poncho Votivo 108.0 a 1094b 1.0a 174.4ab 87.1abc  0.5bc 23a 0.7ab 5.6ab 16a 1.3a
Messenger 108.4 a 110.0ab 1.0a 1533 ¢ 74.5 ¢ 0.5 be 2.5a 04ab 33c 1.3ab 1.1ab
Actigard 108.4 a 110.3a  1.0a 1719 abc 88.3ab  0.5abc 24a 0.7ab 59a 1.3ab 1.3ab
Consist Max 108.4 a 1103a  1.0a 1543 ¢ 84.7abc  0.5a 2.5a 0.5ab 34bc 14ab 12ab
Suelo 108.3 a 110.0a  1.0a 1653 a 83.2a 0.5a 2.2a 0.5a 4.6a 13a 1.2a
Foliar 108.3 a 110.0a  1.0a 165.1a 84.9 a 0.5a 24a 0.6a 50a 1.4 a 1.2a
Alta 108.3 a 110.0a  1.0a 1654a 86.65 a 0.5a 2.2a 0.6a 48a l4a 11b
Media 108.2 a 109.9a 10a 164.1a 82.09 a 0.5a 24a 0.6a 49a 14a 1.2 ab
Baja 108.4 a 110.0a  1.0a 166.1a 86.65 a 0.5a 23a 0.4a 4.7a 14a 123a
CV 0.6 0.7 0.7 6.8 13.4 11.7 23.7 118.8 274 22.7 21.2
Media 108.3 109.9 1.0 165.2 84.0 0.5 2.3 0.5 4.8 1.4 1.2

*Valores seguidos de la misma letra no son diferentes entre ellos .

FM=dias a 50% de floracién masculina, FF=dias a 50% de floracion femenina, RFM=relacion floracién femenina/masculino,
AlP=altura de planta, AlM=altura de mazorca, BMP=balance de mazorca/planta, AsM=aspecto de mazorca, MP=mazorcas podridas,
RG=rendimiento de grano ajustado, SCMA=severidad de complejo mancha de asfalto, SR=severidad de roya comun.
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fue uniforme en las unidades experimentales. La diferencia en dias entre flo-
racion masculina y femenina fue de dos dias, lo que, de acuerdo con Lopez
(1991), un desfase minimo entre la emisién de polen y la aparicion de los estig-
mas garantizan una buena polinizacién y el buen llenado de grano. Mientras
que para ASI (Anthesis-silking interval), Fosetil-Al mostro el valor mas bajo
que, de acuerdo a Uribelarrea et al. (2002), es una caracteristica deseable ya
que un valor alto de ASI provoca reducciéon del rendimiento debido a fallas

en la polinizacion de los estigmas.

Las parcelas tratadas con Fosetil-Al mostraron un incremento estadistica-
mente significativo en altura de planta y mazorca, mientras que la Proteina
Harpin las disminuyd. Para el balance de planta, todos los agroquimicos tu-
vieron los valores de 0.50, valor deseable en el cultivo para tener un balance

adecuado de planta para evitar el acame.

En aspecto de mazorca, estadisticamente no hubo diferencias. Se observo
que entre los tratamientos, el testigo (parcelas sin tratar) presento el valor mas
bajo de numero de mazorcas podridas, mientras que las parcelas tratadas con
Fosetil-Al presentaron el mayor ntiimero de mazorcas podridas. A pesar de
esto, Fosetil-Al y Acibenzolar-S-metil mostraron un rendimiento estadistica-
mente m4s alto con 5.7 y 5.9 t hal, respectivamente. El rendimiento mas bajo

se obtuvo con la Proteina Harpin.

En base a la escala de severidad utilizada para evaluar dafo por roya comun
y el CMA, las plantas mostraron menor severidad por estas dos enfermedades
foliares. Para CMA, el producto Clotianidin + Bacillus firmus y Fosetil-Al mos-
traron la mayor severidad de 1.6 (Cuadro 2) comparado con la media de 1.4
y el testigo con 1.2. De igual manera, para la severidad de la roya, las plantas
de las parcelas tratadas con Clotianidin + Bacillus firmus tuvieron, estadisti-
camente, un valor de severidad mas alto (1.3), comparado con la media de
1.2 y el testigo de 1.0. El Cuadro 2 muestra que, a pesar de esta observacion,
las parcelas tratadas con Clotianidin + Bacillus firmus tuvieron mayor rendi-
miento comparado con el testigo que tuvo el valor menor de severidad. Esto
se puede atribuir a las caracteristicas de Bacillus, dado que estos organismos
contribuyen a la productividad de los cultivos al localizarse en la rizosfera y
colonizar las raices de las plantas promoviendo el crecimiento de rizobacterias

que contribuyen a una mayor absorcion de nutrientes Schallmey et al. (2004).
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Ciclo de siembra TO-2017. Se determino que Fosetil-Al aceler¢ la floracion,
mientras que Acibenzolar-S-metil y Trifloxystrobin + Tebuconazole la retrasa-
ron (Cuadro 3). Para la variable relacion de floracion femenina/masculina
se obtuvo que tanto para agroquimicos, via de aplicacion y dosis, tuvieron
el mismo efecto, indicando un desfase minimo entre la emision de polen y
la aparicion de los estigmas, garantizando el buen llenado del grano (Lopez,
1991). Acibenzolar-S-metil registré la mayor altura de planta con 173.5 cm, se-
guido de Tebuconazole + Trifloxystrobin con 172.3 cm., mientras que Bacillus
subtilis presentd la menor altura con 152.4 cm. Sin embargo, no presentaron
diferencia significativa en altura de mazorca. En el balance de planta, Tebu-

conazole + Trifloxystrobin y Acibenzolar-S-metil tuvieron el valor deseable de

0.5.

El aspecto de plantas se vio afectado de manera negativa con el fungicida
Fosetil-Al, en cambio las plantas de las parcelas no tratadas presentaron el me-
jor aspecto. En aspecto de mazorcas, éste fue igual en todas las parcelas a pesar

de que algunas tuvieran o no plantas con aspecto deseable. Esto concuerda

Cuadro 3. Separacién de medias de tratamientos, via de aplicacién y dosis por el método Tukey (0:=0.05) para la variable caracteristicas
agrondmicas y severidad de las enfermedades. TO-2017.

Factor FM FF RFM AIP AIM BMP  AsP AsM MP RG SCMA SR1 SR2
Aliette 103.4a 104.2a 1.0a 152.6a 68.8a 0.4a 26a 3.6a 0.7a 36b 19b 1.6ab 19a
Testigo 103.0ab 104.3a 1.0a 171.0a 789a 04a 19b 25a 1.2a 5.3ab 2.7a 1.5ab 1.8a
Serenade 102.9ab 104.0a 1.0a 1524a 67.7a 04a 23ab 3.2a 09a 43ab 22ab 1.4b 19a
Poncho Votivo 102.8ab 103.9a 1.0a 160.7a 70.9a 0.4a 2lab 29a 1.1a 4.8ab 2.1ab 1.7ab 1.8a
Messenger 102.7ab 103.6a 1.0a 1559a 69.7a 0.4a 21lab 32a 1.1a 52ab 24ab 1.6ab 1.8a
Actigard 1025b 103.9a 1.0a 173.5a 80.5a 0.5a 2.lab 29a 1.2a 5.3ab 2.6ab 2.0a* 20a
Consist Max 102.4b 104.0a 1.0a 1723a 803a 05a 21lab 26a 1.0a 57a 25ab 1.8ab 19a
Suelo 102.9a 104.0a 1.0a 164.7a 74.7a 04a 22a 3.0a 1.0a 4.8a 24a 1.7a  19a
Foliar 102.7a 1039a 1.0a 161.2a 729a 04a 22a 3.0a 1.0a 5.0a 23a 1.6a 1.8a
Alta 1029a 1039a 1.0a 1599a 722a 04a 22a 3.0a 09a 49a 23a 1.7 a 1.9a
Media 102.8a 104.0a 1.0a 1663a 75.7a 0.4a 2la 29a 1.3a 50a 25a 1.6a 1.9a
Baja 102.7a 104.0a 1.0a 161.7a 73.5a 04a 22a 3.1a 09a 47a 23a 1.7a  1.7a
CV 0.9 0.9 0.9 9.6 16.3 11.3 24.7 26.8 1079 223 27.8 25.7 30.1
Media 102.8 104.0 1.0 162.6 73.8 0.4 2.2 3.0 1.0 49 2.3 1.7 1.9

*Valores seguidos de la misma letra no son diferentes entre ellos.

FM=dias a 50% de floracién masculina, FF=d{as a 50% de floracién femenina, REM=relacién floracién femenino/masculino, AlP=altura
de planta, AlM=altura de mazorca, BMP=balance de mazorca/planta, AsP=aspecto de planta, AsM=aspecto de mazorca, MP=mazorcas
podridas, RG=rendimiento de grano ajustado, SCMA=severidad de complejo mancha de asfalto, SR=severidad de roya coman primera
evaluacién, SR2=severidad de roya comin segunda evaluacién.
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con Guimaraes et al. (2008), quienes reportan que la utilizacién de inductores
puede conducir a efectos fisioldgicos, como sucedié al aplicar Acibenzolar-
S-metil en plantas de algodon que presentaron una reduccion de altura de
planta, peso fresco y seco de brotes, debido a que la activacion de la resistencia
impone demanda de energia de la planta (Dietrich et al., 2005) y reduccion

de metabolitos para el crecimiento y otros procesos fisioldgicos importantes

(Heil et al., 2002).

El mayor rendimiento de grano se obtuvo con Tebuconazole + Trifloxystro-
bin (5.7 t ha') y el menor con Fosetil-Al (3.6 t ha'). Los resultados obtenidos
en rendimiento con el tratamiento de Tebuconazole + Trifloxystrobin coin-
ciden con lo reportado por Couretot et al. (2013) quienes mencionan que la

mezcla de triazoles y estrobilurinas incrementa el rendimiento.

Para éste ciclo, se realizaron dos evaluaciones de la severidad de P. sorghi,
las que, al igual que en el primer ciclo, las medias indican que las plantas de
las parcelas van de moderadamente resistentes a resistentes (Cuadro 3). En la
primera evaluacion, Serenade® (Bacillus subtilis) redujo la severidad de la roya,
lo que coincide con lo reportado por la compania AgraQuest quienes indican
que B. subtilis induce resistencia natural de las plantas. También, Maget y Pe-
ypoux (1994) mencionan que compuestos denominados Iturines, generados
por éste organismo, muestran actividad contra muchos hongos fitopatégenos.
Diversos reportes indican que esta bacteria puede detener la germinacién de
las esporas de los patégenos al interrumpir el crecimiento del tubo germinati-
vo e inhibir la union del patdgeno a la hoja de la planta (EPA, 20006).

En la segunda evaluacion de roya, no se encontraron diferencias en las
severidades de las plantas tratadas, sin embargo, Serenade® (Bacillus subtilis),
que en la primera evaluacion resulté con el menor valor de severidad, se en-
cuentra en el mismo grupo estadistico con los otros productos. Posiblemen-
te, para mantener el efecto previamente observado sea necesario realizar otra
aplicacion, tal como mencionan Rohilla et al. (2001), quienes indican que el
grado de proteccién que proporciona la aplicacion de un fungicida, ya sea al
suelo o foliar, disminuye con el tiempo. También, existen varios reportes de
elicitores de resistencia que no proporcionan un control significativo de la
enfermedad comparado con el testigo (Mogollén y Castafo, 2011) debido a
que, en campo, la expresion de la resistencia inducida estd influenciada por el

ambiente, el genotipo y la nutricion (Walters et al., 2005).
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Fosetil-Al mostré mayor eficiencia al disminuir la severidad del complejo
mancha de asfalto presentando el valor mas bajo, comparado con el testigo
que tuvo el valor més alto de severidad (Cuadro 3). El ingrediente activo de
éste producto esta reportado como inductor de resistencia en varios cultivos
incluyendo fresa, al disminuir la severidad de la pudricion de la corona (P.
cactorum) y pudricion de raices (P. fragariae) (Eikemo et al., 2003) y en tubércu-
los de papa, al aplicarlo para el control de P. infestans, en donde mostré una
mayor acumulacion e incremento de las enzimas B-1,3-glucanasas, proteasas,
fitoalexinas y compuestos fenodlicos (Andreu et al., 2006), relacionadas con
defensas de las plantas. Aunque Fosetil-Al mostro el valor més bajo de severi-
dad de CMA, no aumento el rendimiento en grano. Guimaries et al. (2008),
mencionan que inducir resistencia en plantas puede tener costos fisioldgicos
debido a que la activacion de la resistencia impone altas demandas de energia
a la planta (Dietrich et al., 2005) y reduccion de metabolitos para el crecimien-

to y otros procesos importantes para la planta (Heil y Baldwin., 2002).

CONCLUSIONES

Las dos enfermedades en que se avaluaron los inductores de resistencia se
presentaron en los dos ciclos de siembra. En el ciclo TO-2016, ninguno de los
agroquimicos redujo la severidad de la roya y mancha de asfalto, pero el Te-
buconazole + Trifloxystrobin incrementaron el rendimiento de grano. Para el
ciclo TO-2017, Serenade mostro ser el mejor agroquimico para reducir la seve-
ridad de P. sorghi, mientras que Fosetil-Al mostré el mejor efecto en reduccion
de la severidad del CMA, pero Tebuconazole + Trifloxystrobin indujo un ma-
yor rendimiento de grano. La severidad de las enfermedades no se vio afectada
por el método de aplicacién. Hubo diferencias significativas entre dosis ya que

la severidad de la roya disminuy¢ al utilizar dosis altas de los agroquimicos.
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Resumen

En la produccién de maiz, el agricultor se encuentra ante la alternativa de
sembrar semilla comercial de maiz hibrido o de polinizacién libre, incluyendo
variedades mejoradas o nativas. La semilla de maiz hibrido es costosa y es ne-
cesario comprarla en cada nuevo ciclo de siembra, mientras que una variedad
mejorada de polinizacion libre ofrece varias ventajas ya que puede sembrarse
por varios anos, puede competir en rendimiento con los hibridos, es de me-
nor costo y se difunde entre agricultores. Una variedad sintética ofrece ven-
tajas adicionales sobre otras variedades incluyendo uniformidad en floracion
y fenotipo, mejor rendimiento de grano y resistencia a enfermedades. En éste
trabajo se muestra la obtencion de la variedad sintética de maiz de grano blanco
CP-Elvia 3, con buen comportamiento agrondémico y resistente al complejo
de mancha de asfalto y que se obtuvo mediante un programa de seleccion

recurrente de familias S,

Palabras clave: variedad sintética, seleccion recurrente de familias S,, mancha
de asfalto.

La enfermedad del maiz ‘mancha de asfalto’ causada por Phyllachora maydis,
fue inicialmente identificada en muestras originarias de México (Maublanc,
1905; CIMMYT, 2004). Actualmente, se ha propuesto el “complejo mancha
de asfalto”, debido a la asociacion etiologica de los hongos Phyllachora maydis
y Monographella maydis (Garrido-Ramirez, E. Com. Personal, 2020). La enfer-
medad, en etiologia simple o como complejo, se ha diseminado o reemergido
por todo México y en otros paises tanto en areas productoras de maiz de

clima calido y humedo como en regiones subtropicales y hasta 2600 msnm
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(Hock et al., 1989; Garrido-Ramirez, E. Com. Personal, 2020); pero su dafio
principal se presenta en cultivos de maiz de las costas de Tabasco, Veracruz,
Jalisco, Tamaulipas, Chiapas, Oaxaca, Michoacan, Guerrero y Jalisco, ademas
se reportan dafios en otras regiones no costeras del altiplano de México como
Morelos, México e Hidalgo, pero su distribucion puede ser aun mds extensa
(Hock, 1991). Por otra parte, Coniothyrium phyllachorae también se encuentra
asociado al ‘complejo mancha de asfalto’ considerado como hiperparasito de
Phyllachora (Garrido-Ramirez, E. Com. Personal, 2020). La enfermedad, en
cualquiera de su condicion etioldgica, causa pérdidas de produccion de acuer-
do a la susceptibilidad y la etapa fenologica del maiz en que se presenta. La
enfermedad, en condicién de complejo, inicia con la presencia de P. maydis,
con la producciéon de una manchita negra, brillante, levantada y dura sobre
hojas de maiz, con apariencia al asfalto, seguida de la aparicion de M. maydis
alrededor de la mancha de asfalto (Quiroga-Madrigal et al., 2017). El desarro-
llo de la infeccién foliar avanza de hojas inferiores hacia las superiores y, en
estados avanzados de desarrollo del cultivo después de floracion, la infeccion
resulta en un follaje severamente atizonado (Figura 1A). Infeccién severa pue-

de afectar la formacién y calidad del grano (Figura 1B).

Figura 1. Signos y sintomas del ‘complejo mancha de asfalto’; A) signos y sintomas en hojas de maiz y B)
dafos en mazorca de maiz (Fotos: C. De Ledn).
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Como alternativa para minimizar los efectos de la mancha de asfalto en
el rendimiento de grano de maiz, se busco generar variedades sintéticas de
polinizacion libre de maiz con buenas caracteristicas agrondmicas y resistencia
genética a la enfermedad. La resistencia genética se considera la forma mas

eficiente y economica de control de esta y otras enfermedades de los cultivos

(Pandey y Gardner, 1992).

El programa de mejoramiento para desarrollar germoplasma de maiz con
caracteres agronomicos deseables y resistencia genética a la mancha de asfalto,
se inici6 con la integracion de una poblacion de maiz de amplia base genética
de endospermo blanco. Esta poblaciéon base de grano blanco, se formé en
2008, recombinando 37 diferentes genotipos de maiz de grano blanco con
buen comportamiento agronémico incluyendo hibridos comerciales, varieda-
des mejoradas y nativas colectadas en el altiplano de México. Estos materiales
se recombinaron en lotes aislados por dos ciclos para lograr su estabilidad
genética. Los lotes de recombinacion se establecieron en terreno de un agri-
cultor en el ejido de Santa Teresa Tiloxtoc, en Valle de Bravo, Estado de
México (19° 43’ N, 98° 53° W/, 1700 msnm). Después del segundo ciclo de
recombinacion (C)) se inicio un programa de seleccion recurrente de familias
S, (Pandey y Gardner, 1992), autofecundando aproximadamente 400 plantas
deseables y generando lineas S, en cada ciclo de mejoramiento. En el C, de
mejoramiento, se sembro semilla de familias S, seleccionadas, bajo la moda-
lidad de mazorca por surco, en un vivero establecido en lote de un agricultor
en Metztitlan, Hidalgo (20° 45’ N; 98° 39’ W/; 900-2700 msnm), en donde la
enfermedad mancha de asfalto se presenta en forma severa en condiciones na-
turales. Asi, las lineas se evaluaron y seleccionaron por resistencia a la mancha

de asfalto en condiciones de incidencia severa de campo.

En éste vivero, se seleccionaron siete grupos de 10-12 lineas S, con sincro-
nia en dias a floracion masculina y femenina (dias a floracién femenina - dias
a floracion masculina), altura de planta y mazorca (indice de altura = producto
de dividir altura de mazorca entre altura de planta), aspecto de planta, desa-
rrollo fenolodgico, tiempo a cosecha y resistencia a enfermedades foliares que
se midieron con valores de severidad de 1 (no dafio) a 5 (dafio severo) por
severidad de dafno en el follaje ocasionado por mancha de asfalto y enfermeda-
des incluyendo roya comun, mancha gris, Curvularia, entre otras. Cada uno de
éstos siete grupos de lineas se recombinaron en un dialelo para generar la F,

de nuevas variedades sintéticas experimentales que se avanzaron a F, para ser
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incluidas en ensayos agrondmicos con otras variedades obtenidas e hibridos

comerciales y medir su comportamiento agronémico y rendimiento de grano.

En dos ensayos de rendimiento establecidos en 2016 y 2017 en el ejido Cin-
ta Larga (CL) en Mixquiahuala, Hidalgo (20° 13’ N, 99° 13° W, 2100 msnm)
con semilla F, de variedades experimentales obtenidas de lineas del ciclo C-
S,, la variedad experimental CL16-TSR-2 fue seleccionada por sus caracteres
sobresalientes sobre otros materiales incluidos en los mismos ensayos (Cuadro
1). En 2017, estas mismas variedades se sembraron en un ensayo en bloques
al azar con tres repeticiones en Metztitlan, Hidalgo, para evaluar su resistencia
a la mancha de asfalto (Cuadro 1). A fines de 2017, ésta variedad se propuso
ante el Servicio Nacional de Inspeccién y Certificacion de Semilla (SNICS)
para su registro y aprobacién como la nueva variedad CP-Elvia 3, la cual fue
entregada al Colegio de Postgraduados al que se le asign¢ el titulo de Obten-

tor No. 2167 para su distribucién y comercializacion (Figura 2).

La variedad sintética de maiz CP-Elvia 3 (Cuadro 1) es de alto rendimiento
de grano (72% mayor que el testigo comercial), tiene buena sincronia floral,
tiene planta de altura media y su semilla es de bajo costo (aproximadamente la
mitad del costo de semilla hibrida), se puede volver a sembrar por varios afios,
facilita la diseminacién de su semilla entre agricultores y posee resistencia

genética al complejo de la mancha de asfalto.

Cuadro 1. Comportamiento agronémico de la variedad sintética de maiz blanco CP-Elvia 3 (CL-17). Segundo ensayo para registro en

SNICS.
. Severidad
Genealogia Origen Sincronfa  [ndice de Asglea i?ade Aspecto de Re(;\j;r;;ir:to mancha asfalto
(CL-16) floral altura (1.5) mazorca (1-5) (t ha) (1-5)
(Metztitlan, Hidalgo)

CL16-INS 2# 3.0 ab’ 0.5 a 2 a 1.8a 6.9 ab 2.7b
IBS 1 5# 3ab 0.46 a 2 a 1.8a 7.4 ab 4.0 be
ITSR 1 7# 36b 0.46 a 23a 2a 8.6 ab 3.3 be
ITSR 2 8 # 2.6 ab 0.46 a 1.8 a 2a 7.6 ab 1.5a
CL16TSR 1224 1.8a 0.69 a 124 a 1.la
CL16TSR-2 12-1# 2.2a 0.71 a 11.6 a 1.8a
Testigo BG1384W 0.67 a 8.9 ab 3.2 be
Promedio 2.7 0.56 7.78
DMS (5%) 1.24 0.28 1.52 1.52 4.33
CV (%) 0.65 .009 0.28 0.28 20.3

sSeparacion de medias por Tukey (Valores seguidos por letras similares indican no diferencias entre ellas). *I= muy bueno; 5 = muy

malo.
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Figura 2. Semilla de la variedad sintética CP-Elvia 3.

El impacto de éste proyecto hacia la sociedad, es el incremento de ingreso
del agricultor debido al bajo costo de la semilla y al incremento de la produc-
tividad del maiz por su buen rendimiento y resistencia a la enfermedad que

puede evitar su diseminacion en dreas productoras de maiz.
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Resumen

En la produccion de maiz, el agricultor se encuentra ante la alternativa de sem-
brar semilla comercial de maiz hibrido o semilla de polinizacion libre inclu-
yendo variedades mejoradas o poblaciones nativas. La semilla de maiz hibrido
tiene un alto costo, es necesario comprar semilla nueva para cada siembra
mientras que la semilla de una variedad mejorada puede sembrarse por va-
rios afos, puede competir en rendimiento con un hibrido, es de bajo costo y
puede compartirse entre agricultores. Una variedad sintética ofrece ventajas
adicionales sobre una variedad mejorada comun, con buen rendimiento de
grano y uniformidad en floracion y fenotipo. Este trabajo presenta actividades
involucradas en la obtencion de la variedad sintética de maiz de endospermo
blanco CP-Vero 1 siguiendo un programa de seleccion recurrente de lineas S

para obtener buenas caracteristicas agrondmicas y resistencia al carbon de la

espiga.

Palabras clave: Resistencia genética, seleccion S, recurrente.

La enfermedad del carbon de la espiga, causada por el basidiomiceto Spori-
sorium reilianum f. sp. zeae, se ha diseminado por varias regiones del pais en
localidades de Jalisco, Durango, Hidalgo, Puebla, Querétaro, Guanajuato, Mi-
choacin, Oaxaca, Sonora, Tamaulipas y Aguascalientes, pero su distribucion
puede ser an mas extensa (Aquino-Martinez et al., 2011). Recientemente, se
ha reportado en los valles del Mezquital y de Toluca en donde se siembran

semillas de maices hibridos que han mostrado susceptibilidad a la enferme-
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dad. La enfermedad invade la planta en forma sistémica y los sintomas de su

infeccion son visibles con daflos en mazorca y/o la espiga (Figura 1).

Como parte del control de ésta enfermedad, se inicié el proyecto para ge-
nerar variedades de polinizacién libre de maiz con buenas caracteristicas agro-
nomicas y con resistencia genética a la enfermedad. La resistencia genética se
considera la forma mas eficiente y econdmica para el control de ésta y otras

enfermedades en los cultivos (Pandey y Gardner, 1992).

Figura 1. Signos y sintomas del carbén de la espiga en partes reproductivas del maiz.

El programa de mejoramiento para desarrollo de una variedad sintética que
contenga caracteres agronomicos deseables y resistencia genética al carbon de
la espiga se inicid con el desarrollo de una poblacion de maiz con endospermo
blanco con amplia base genética. Esta poblacion se formo recombinando en
lotes aislados, por dos ciclos, un total de 45 colectas de maices del altiplano de
México con buen comportamiento agronémico, incluyendo hibridos comer-
ciales, variedades mejoradas y nativas. Para evitar autofecundaciones, el ger-
moplasma colectado se recombiné sembrando cada componente en 2 surcos
de 5 m de largo que se desespigaron y cada 2 surcos se sembro con una mezcla

balanceada de todas las entradas como macho. Los lotes de recombinacion se

316



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

establecieron en terreno de un agricultor en el ejido de Santa Teresa Tiloxtoc,
en Valle de Bravo, México (19° 13" N, 100° 107~ W, 1740 msnm). Después
de dos ciclos de recombinacion se form¢ la poblacion base (C0), sobre la
cual se inici6 un programa de seleccion recurrente de S, (Pandey y Gardner,
1992), autofecundando aproximadamente 400 plantas deseables en cada ciclo
de mejoramiento y generando semilla S| en cada ciclo. La semilla de familias
S1 seleccionadas se inoculd con una suspension acuosa de 1% de carboxime-
tilcelulosa con 1.7x107 teliosporas mL" del patdgeno (Quezada-Salinas et al.,
2013). La semilla inoculada se sembrd, mazorca por surco, sin repeticiones,
en un vivero establecido en el ejido Cinta Larga, en Mixquiahuala, Hidalgo
(20° 11" N, 99° 14° W, 2100 msnm) en donde se presenta la enfermedad en

condiciones naturales.

Aproximadamente 33% de las lineas S, inoculadas y seleccionadas de
acuerdo a caracteres agrondémicos deseables y resistencia a la enfermedad, se
recombinaron planta a planta para iniciar un nuevo ciclo de mejoramiento de
la poblacion base. Simultdneamente, en cada ciclo de evaluacion de lineas S ,
se seleccionaron grupos de 10-12 lineas con un caracter especifico deseable,
como son uniformidad en fecha de floracion, altura de planta y mazorca, pre-
cocidad, etc. Estos grupos de lineas se cruzaron mediante el esquema dialélico
con cruzas directas para generar la F, de nuevas variedades sintéticas experi-
mentales que se avanzaron a F, para ser incluidas en ensayos agronomicos
con otras variedades obtenidas en ese u otros ciclos, e hibridos comerciales y
medir su comportamiento agronémico y rendimiento de grano. Este proceso

de mejoramiento poblacional es continuo.

En ensayos de rendimiento establecidos con semilla F, de variedades expe-
rimentales obtenidas de lineas del ciclo C,-S , la variedad experimental Blanca
13 fue seleccionada por sus caracteres sobresalientes, incluyendo mejor cali-
dad y aspecto de grano y llenado de mazorca sobre otros materiales considera-
dos en los mismos ensayos (Cuadro 1). En 2017, ésta variedad seleccionada se
sometio ante el Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas
(SNICS) para aprobacién como nueva variedad denominada CP-Vero 1, fue
entregada al Colegio de Postgraduados al que se otorgé el titulo de obtentor
numero 1831. Semilla certificada de ésta variedad se encuentra en produccion

en lotes de agricultores con buenos resultados (Figura 2).
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Cuadro 1. Promedio de dos ensayos agrondmicos de evaluacion de caracteres agrondmicos de tres variedades experi-
mentales y un testigo en dos localidades. 2015. (Segundo ensayo para registro en el SNICS).

Origen Rendimiento Dias Dias Altura planta Altura mazorca

Toluca 15 (tha') polen estigmas (cm) (cm)
Blanca 13 8.6 a 85a 89 a 198 b 103 ab
Test.BG1384W 8.1 ab 86 a 89 a 204 a 101 ab
Blanca 18 8.6a 86 a 89 a 201 ab 95 a
Blanca 7 8.5a 85a 89 a 201 ab 95a
Media 8.4 85.5 88.7 201.8 99.2
CV (%) 13.9 1.29 1.56 2.9 4.99
DMS (0.05 %) 1.1 2.2 2.7 11.9 9.9

% Letras similares, estadisticamente los tratamientos son iguales.

Figura 2. Lote de produccion de semilla certificada de la variedad sintética CP-Vero 1. Huejotzingo,

Puebla 2019.
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La variedad sintética de maiz CP-Vero 1 es de alto rendimiento, de grano
blanco, con resistencia genética al carbén de la espiga, es de bajo costo y se
puede volver a sembrar por varios afos. El impacto de éste proyecto hacia la
sociedad, es el incremento de ingreso del agricultor debido al bajo costo de la
semilla y al incremento de la productividad del maiz por su buen rendimien-
to y resistencia a la enfermedad, con lo que se evita su diseminacion. Esta
variedad sintética estd registrada en el SNICS vy es propiedad del Colegio de

Postgraduados para su distribucion y comercializacion.

El programa de mejoramiento de seleccion S, recurrente implementado
involucra el mejoramiento de una poblacion inicial con amplia base genética
de la que se generan lineas S, que se evalian por comportamiento agrono-
mico y resistencia al carbon de la espiga usando inoculaciones artificiales del
patdgeno, permitiendo la generacion de nuevas variedades experimentales en

cada ciclo de mejoramiento.
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Resumen

En produccion de maiz, la semilla de variedades de polinizacion libre ofrecen
al agricultor obtener un precio mas bajo que la semilla de hibridos comer-
ciales, no es necesario comprar semilla nueva cada afo, por su estabilidad
genética puede sembrarse varios afos, ofrecen mas estabilidad en rendimien-
to de grano y tipo de planta, es mas facil de conseguir, puede competir en
rendimiento con un hibrido y puede propagarse entre agricultores. El pre-
sente trabajo es resultado de actividades desarrolladas para la obtencion de
la variedad sintética de maiz de endosperma amarillo CP-Hilda 2, con buen
comportamiento agrondmico y resistencia genética a la enfermedad “diente

de caballo”, siguiendo un programa de seleccion recurrente con lineas S..
g prog |

Palabras clave: CP-Hilda 2, variedad sintética, seleccion S, recurrente

La enfermedad del diente de caballo, causada por el ascomiceto Claviceps
gigantea (Fuentes et al., 1964), fase sexual del anamorfo Sphacelia sp., se ha
diseminado de las regiones donde se reporto inicialmente que se consideran
el valle de Toluca en el Estado de México y la sierra de Patzcuaro, Michoacan,
a diferentes localidades en los estados de Puebla e Hidalgo, todas con alta hu-
medad relativa y bajas temperaturas. En todas estas localidades, la enfermedad
causa pérdidas en la produccion del cereal en donde se siembran semillas de

maices hibridos o variedades locales que son susceptibles a la enfermedad.
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La enfermedad se inicia cuando al madurar los granos de maiz infectados
por el hongo desarrollan esclerocios, estructuras de reposo que les permite
invernar. Durante la cosecha, los esclerocios caen al suelo y permanecen en
estado dormante durante el invierno para reactivar su metabolismo en la si-
guiente temporada de lluvias. Al reactivarse en condiciones favorables de hu-
medad y temperatura, los esclerocios germinan formando estipites (tallos)
con cabezuelas en el 4pice en las que se forman peritecios que contienen ascas
con ascosporas las cuales son las estructuras infectivas del hongo que penetran
la mazorca e infectan estigmas frescos. En su fase asexual, los esclerocios tam-
bién desarrollan micro y macroconidios, los cuales también pueden penetrar

en la mazorca e infectar los estigmas frescos (Osada, 1984).

Como parte del manejo integrado de esta enfermedad, se inici6 el proyecto
para generar variedades de polinizacién libre de maiz con buenas caracteristi-
cas agronomicas y resistencia genética a la enfermedad. La resistencia genética
se considera la forma mas eficiente y econdmica de control de ésta y otras

enfermedades de cultivos (Pandey y Gardner, 1992).

El programa de mejoramiento para desarrollo de germoplasma con caracte-
res agronomicos deseables y resistencia genética al diente de caballo se inicio
en 2009 con el desarrollo de una poblacion de maiz con endospermo amarillo
y amplia base genética. Esta poblacion base de maiz se form¢é recombinando
un total de 55 diferentes maices colectados en el altiplano de México con
buen comportamiento agronémico, incluyendo hibridos comerciales, varie-
dades mejoradas y nativas en lotes aislados durante dos ciclos. Los lotes de
recombinacion se establecieron en terreno de un agricultor en el ejido de
Santa Teresa Tiloxtoc, en Valle de Bravo, México (19213 *N, 100207 *W/, 1870
msnm). Después de dos ciclos de recombinacion inicial (CO), se inicié un
programa de seleccion S, recurrente (Pandey y Gardner, 1992), autofecundan-
do aproximadamente 400 plantas deseables en cada ciclo de mejoramiento y
generando semilla S, en cada uno de tres ciclos de mejoramiento y generando
semilla S, en cada ciclo. Semilla de las S, obtenidas, se sembraron mazorca
por surco en un vivero establecido en el Campo Experimental de la Universi-
dad Autonoma del Estado de México (UAEM) en la localidad de El Cerrillo,
Piedras Blancas, Toluca, México (19°24 "N, 99°41 "W, 2667 msnm), donde
se presenta la enfermedad en condiciones naturales. Mazorcas de familias S,
seleccionadas por caracteres agronémicos se inocularon con una suspension

acuosa de 1x10° macrosporas mL" del patdgeno Sphacelia sp. (Figura 1).
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Figura 1. Micro y macroconidios de Sphacelia sp., anamorfo de Claviceps gigantea.

Aproximadamente 33% de las lineas S, inoculadas y seleccionadas por ca-
racteres agronomicos deseables y resistencia a la enfermedad, se recombina-
ron para iniciar un nuevo ciclo de mejoramiento de la poblacién base. Este
proceso de mejoramiento poblacional es continuo. Simultineamente, en cada
ciclo de evaluacion de las lineas S, se seleccionaron grupos de 10-12 lineas
con un caricter especifico deseable, como son uniformidad en fecha de flo-
racién, altura de planta y mazorca, precocidad, etc. Estos grupos de lineas se
cruzaron en disefio dialélico para generar la F, de nuevas variedades sintéticas
experimentales, que se avanzaron a F, para ser incluidas en ensayos agronomi-
cos con otras variedades obtenidas en ese u otros ciclos, e hibridos comerciales

y medir su comportamiento agronémico y rendimiento de grano.

En ensayos de rendimiento establecidos con semilla F, de variedades expe-
rimentales obtenidas de lineas del ciclo C,-S,, la variedad experimental Ama-
rilla 2 fue seleccionada por sus caracteres sobresalientes sobre otros materia-
les incluidos en los mismos ensayos (Cuadro 1). En 2018, esta variedad se
sometio ante el Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas
(SNICS) para aprobacion como la nueva variedad CP-Hilda 2, la cual se entre-

g6 al Colegio de Postgraduados que fue reconocido con el titulo de obtentor
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Cuadro 1. Comportamiento agronémico promedio de la variedad sintética de maiz amarillo CP-Hilda 2 (Toluca, 2017 y 2018) para

registro en el SNICS.
, Origen Indice Aspecto Aspecto mazorca Rendimiento
Genealogia Toluci 13 ASI! altura’ plantr; (1-5)° ; (1-5)° de grano (t ha')*

Amarilla 2 14 1.0a 0.45a 13a 1.2a 9.1a
Amarilla 1 12 2.5a 0.49 ab 1.4 ab 1.1a 8.9 a
Amarilla 3 11 2.5a 0.49 ab 20b 14 a 8.8a
Amarilla 4 13 25a 0.48 ab 1.8 ab 1.2a 8.3b
Testigo (Blanco) BG1384W 3.2a 0.50 ab 1.6 ab 1.2a 8.8a
Promedio 2.34 0.48 1.62 1.22 8.78
DMS (5%) 2.6 0.03 .633 0.3 1.1

CV (%) 17.8 22.3 19.4 28.4 18.7

'ASI=Anthesis-Silking Interval= Dias a floracién femenina menos dias a floracion masculina.

? [ndice de altura= Relacién entre altura de mazorca y altura de planta.

? Aspecto: 1= Muy bueno, 5= muy malo.

#Rendimiento de grano ajustado a 15% de humedad.

En cada columna valores seguidos de la misma letra indican no hay diferencia significativa (0.05%).

2166. Semilla certificada de esta variedad se encuentra en produccion en lotes

de agricultores con buenos resultados (Figura 2).

La variedad sintética de maiz CP-Hilda 2 es de grano amarillo, de alto
rendimiento, con potencial de 10 t ha', posee resistencia genética al diente
de caballo, su semilla es de bajo costo y se puede sembrar durante varios aios
sin afectar su rendimiento de grano. El impacto de este proyecto hacia la so-

ciedad, es el incremento de ingreso economico del agricultor debido al bajo

Figura 2. Lote de produccion de se-
milla certificada de la va-
riedad sintética CP-Hilda
2 en Huejotzingo, Puebla,
México, durante el afio

2019.
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costo de la semilla y al incremento de la productividad del maiz por su buen
rendimiento y resistencia a la enfermedad, la cual ayuda a evitar la disemina-
cién de esta. La variedad sintética CP-Hilda 2 esta registrada en el SNICS y
es propiedad del Colegio de Posgraduados para su distribucion y comerciali-

zacion.
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Resumen

En el Colegio de Postgraduados se desarrollo la variedad sintética de maiz de
grano blanco con buenas caracteristicas agrondmicas y resistencia al diente de
caballo para zonas de transicion y altiplano de México. C. gigantea ha sido re-
portado solo en México, sin embargo, se ha distribuido en zonas productoras
de maiz en el altiplano y zonas de transicion con clima fresco y alta humedad.
La variedad se gener6 recombinando 10 lineas S, generadas a partir de una
poblacion base de maiz con endospermo blanco y amplia base genética. La po-
blacion se mejord siguiendo un programa de seleccion recurrente en lineas S,.
Las lineas obtenidas se seleccionaron después de inocular con macroconidios
del hongo y las mejores se recombinaron para generar variedades sintéticas,
entre las cuales la variedad CP-Tania 5 fue sobresaliente. Esta variedad sintéti-
ca ofrece rendimiento de grano que compite con el de hibridos comerciales, la
semilla es de menor costo, puede sembrarse por varios ciclos en condiciones

limitantes y puede distribuirse entre agricultores.

Palabras clave: Variedad sintética, seleccion S, recurrente

La enfermedad del diente de caballo es causada por el estado teleomorfo

del ascomiceto Claviceps gigantea (Fuentes et al., 1964) cuyo estado anamorfo

327



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Sphacelia sp. tiene una amplia distribucion en condiciones de campo. La en-
fermedad se ha reportado Unicamente en México, inicialmente en el valle
de Toluca, Edo. Mex. y la sierra tarasca en Patzcuaro, Michoacan (Fuentes et
al., 1964) pero se ha diseminado a localidades de Puebla e Hidalgo (De Leon-
Garcia de Alba et al., 2017), donde prevalecen condiciones de alta humedad
relativa y bajas temperaturas. En estas regiones, en donde se establecen tanto
maices hibridos como variedades locales con susceptibilidad a la enfermedad,
se han reportado pérdidas de hasta 100 % de la produccion de grano (Melén-
dezCarbajal, 2015).

La enfermedad se origina cuando, al madurar los granos de maiz infectados
por el hongo, se desarrollan en forma de esclerocios (Figura 1A), estructuras
de reposo que les permite invernar. Durante la cosecha, estos esclerocios caen
al suelo y permanecen en estado de dormancia durante el invierno para reac-
tivar su metabolismo en la siguiente temporada de siembra con la estacion de
lluvias. Al reactivarse, los esclerocios germinan formando estipites (tallos) con
cabezuelas en el 4pice en las que se forman peritecios que contienen ascas con
ascosporas (Figura 1B). Estas ascosporas son las estructuras infectivas del hon-
go que penetran la mazorca infectando estigmas frescos. En su fase asexual, los
esclerocios desarrollan micro y macroconidios que también pueden penetrar

en la mazorca infectando los estigmas frescos (Moreno-Moreno, 2016).

Figura 1. Esclerocios del diente de caballo en mazorcas de maiz (A) y germinacion de esclerocios de C. gigan-
tea en que se forman peritecios con ascosporas (B).

328



EL Mafz v FruoL EN MExico: ETioLocia, EPIDEMIOLOGIA Y MEJIORAMIENTO GENETICO

Como parte del control de esta enfermedad y objetivo de la investigacion,
se inicié un programa de mejoramiento para desarrollar variedades sintéticas
de polinizacion libre de maiz con buenas caracteristicas agrondmicas y resis-
tencia genética a la enfermedad. La resistencia genética se considera la forma

mas eficiente y econdmica de control de ésta y otras enfermedades de cultivos

(Pandey y Gardner, 1992).

Programa de mejoramiento. El programa de mejoramiento para desarro-
llar germoplasma con caracteres agrondémicos deseables y resistencia gené-
tica al diente de caballo se inicio con la formacion de una poblacién de maiz
con endospermo blanco de amplia base genética. Esta poblacion base de en-
dospermo blanco se formo recombinando en lotes aislados, por dos ciclos, un
total de 45 diferentes maices colectados en el altiplano con comportamiento
agrondmico deseable, incluyendo hibridos comerciales, variedades mejoradas
y nativas. Los lotes de recombinacion se establecieron en terreno de un agri-
cultor en el ejido de Santa Teresa Tiloxtoc, en Valle de Bravo, Edo. Mex. (19°
13’ N, 100° 07’ W, 1880 msnm, Humedad Relativa media 65%). Después de
la recombinacion inicial (C), se inici6 un programa de seleccion recurrente
con lineas S, (Pandey y Gardner, 1992), con la autofecundacion de aproxima-
damente 400 plantas deseables en cada ciclo de seleccién y generando semilla
S, en cada ciclo. Semilla de las S, obtenidas, se sembraron una mazorca por
surco en un vivero establecido en el Campo Experimental de la Universidad
Auténoma del Estado de México en la localidad de El Cerrillo, Piedras Blan-
cas, Toluca, Edo. Mex. (19° 24’ N, 99° 4’ W/, 2660 msnm), donde se presenta
la enfermedad en condiciones naturales. Mazorcas provenientes de familias S,
seleccionadas por caracteres agrondmicos fueron inoculadas con una suspen-

sion acuosa de 100 000 macrosporas mL" del patdgeno Sphacelia sp. obtenidas
en medio T2 (Pazoutova et al., 2004).

Aproximadamente 33% de las lineas S, inoculadas y seleccionadas por ca-
racteristicas agronémicas deseables y resistencia a la enfermedad, se recombi-
naron para iniciar un nuevo ciclo de seleccion de la poblacion base. Este pro-
ceso de mejoramiento poblacional fue continuo. Simultdineamente, en cada
ciclo de evaluacion de S, se seleccionaron grupos de 10 a 12 lineas con un
atributo especifico deseable, como sincronia en floraciéon masculina y femeni-
na, altura de planta y mazorca, precocidad y resistencia a enfermedad. Estos
grupos de lineas se cruzaron en dialelo para generar la F, de nuevas variedades

sintéticas experimentales, que se avanzaron a F, para ser incluidas en ensayos
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agrondmicos con otras variedades obtenidas e hibridos comerciales y medir su

comportamiento agronémico y rendimiento de grano.

En ensayos de rendimiento establecidos con semilla F, de variedades ex-
perimentales obtenidas de lineas del ciclo C.-S,, la variedad experimental
Blanca 13 fue seleccionada por sus caracteristicas sobresalientes sobre otros
genotipos incluidos en los mismos ensayos (Cuadro 1). En 2018, esta variedad
seleccionada se sometio ante el SNICS para aprobaciéon como nueva varie-
dad, llamada CP-Tania 5, fue entregada al Colegio de Postgraduados, que fue
reconocido con el titulo de Obtentor No. 2559, registro en el Catalogo Nacio-
nal de Variedades Vegetales-CNVV (MAZ-2179-210220) para su distribucion
y comercializacion. Semilla bésica de ésta variedad se produjo en 2019 en el
Campo Experimental del Colegio de Postgraduados en Montecillos, Edo. de
Mex. (Figura 2).

Cuadro 1. Comportamiento agrondémico de la variedad sintética de maiz blanco CP-Tania 5 (Toluca, Estado
de México 2017). (Segundo ensayo requerimiento del SNICS).

, Origen Indice Aspecto No. mazorcas  Rendimiento

Genealogia CL%16 ASE altura planlsa (1-5) podridas (tha?)
Blanca 13 EV 3 0.95a 0.52 a 1.2a 0.7 a 8.6a
Testigo BG1384W 0.96 a 0.49 ab 1.5 ab 0.7a 8.7a
Blanca 18 EV2 0.96 a 0.48 ab 1.7b 0.0a 7.6 a
Blanca 7 EV1 0.95a 0.47 ab 19b 0.7 a 75b
Promedio 0.95 0.49 1.57 0.52 8.1
DMS (5%) 0.2 0.03 0.583 0.2 0.98
CV (%) 16.7 21.2 17.4 29.5 17.7

*Anthesis Sillking Interval.

Figura 2. Lote de produccion de
semilla basica de la va-
riedad sintética de maiz
CP-Tania 5. Montecillo,
Edo. Méx. 2019.
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La variedad sintética de maiz CP-Tania 5 es de alto rendimiento (8.6 t ha'), po-
see resistencia genética al diente de caballo, es de bajo costo y se puede sembrar
por varios anos. La incorporacion de esta variedad en la produccién puede
conducir a importantes beneficios como el incremento de ingreso del agricul-
tor debido al bajo costo de la semilla y al incremento de la productividad del
maiz por su buen rendimiento y resistencia a la enfermedad, evitando de esta

forma la diseminacion de la enfermedad.
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Resumen

Las pudriciones radicales limitan el rendimiento del frijol (Phaseolus vulgaris),
y aunque en Costa Rica son frecuentes, la identidad de los hongos asociados
a ellas es incierta. El objetivo de esta investigacion fue identificar molecular-
mente los hongos asociados a las pudriciones radicales y marchitez del fri-
jol en las dos principales zonas productoras del pais. Entre 2017 y 2020, se
recolectaron 120 plantas en 20 fincas de las regiones Huetar Norte y Brunca.
Se muestrearon lineas experimentales (IBC 302-29 y ALS 0536-6) y varieda-
des comerciales (Brunca, Cabécar, Changuena, Guaymi, Nambi y Tayni). Se
describieron los sintomas observados en campo y se efectuaron aislamientos
en agar agua rosa de bengala cloranfenicol, luego cultivos puros de punta de
hifa en agar agua, que se trasfirieron a papa dextrosa agar para determinar
morfotipos con el uso de claves taxondmicas. Los hongos aislados también
se identificaron mediante secuenciacion de la region ITS del ADN nuclear
ribosomal. Se calculo el porcentaje de frecuencia relativa de morfotipos. Los
mds frecuentes fueron Macrophomina phaseolina (26.7%), Fusarium oxysporum
(13.6%) y Athelia rolfsii (5.6%). A partir de los sintomas de marchitez observa-

dos en campo se aislaron los hongos comunmente descritos en frijol para esas
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patologias. Es necesario realizar pruebas de patogenicidad para confirmar que

son los agentes causales.

Palabras clave: Patogenos de la raiz, Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseo-
lina, Athelia rolfsii.

Ei frijol es consumido por el 97 % de la poblacion costarricense, es un grano
fundamental para la seguridad alimentaria y nutricional del pais, y su produc-
cidn estd principalmente en manos de pequefos productores (<5 ha) (Hernan-
dez-Fonseca, 2009; Rodriguez-Gonzilez y Fernandez-Rojas, 2015). El cultivo
enfrenta una serie de limitantes, como las enfermedades, que pueden redu-
cir significativamente la productividad (Schoonhoven y Voysest, 1994). Entre
ellas, los patogenos de la raiz como Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani,

Fusarium sp. y Pythium sp. tienen el potencial de causar pérdidas entre un 80

y 100% en rendimiento (Singh y Schwartz, 2010; Méndez-Aguilar et al., 2013).

La manera mas eficiente de combatir los problemas patologicos, y en es-
pecial las enfermedades del suelo, es a través de la generacion de cultivares
resistentes (Mendes et al., 2019). Desde 1995, en Costa Rica se trabaja bajo la
metodologia de fitomejoramiento participativo, lo que ha permitido generar
variedades con mayor resistencia a problemas bidticos y abioticos, alta produc-

tividad y mejor adaptadas a las condiciones de pequenio productor (Hernan-
dez et al., 2018).

El cambio en el uso de variedades comerciales, las alteraciones en el clima
y la incorporacién de nuevas areas de cultivo, han favorecido el progreso de
epidemias de pudricion radicular en Costa Rica, asociadas principalmente a
Fusarium solani f. sp. phaseoli, Athelia rolfsii (sin. Sclerotium rolfsii) y Macropho-
mina phaseolina (Araya y Hernandez, 2003; Araya y Herndndez, 2006). Sin
embargo, la presencia de dichos agentes causales no se ha demostrado, y las
publicaciones existentes se basan unicamente en la comparacion de sintomas
de campo con los reportados en la literatura; no hay referencias de aislamien-
tos ni de identificacion a nivel molecular. Debido a lo anterior, el objetivo
de la presente investigacion fue identificar morfologica y molecularmente los
hongos asociados a las pudriciones radicales y marchitez del frijol comun en

las principales zonas productoras de Costa Rica.
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Para este trabajo, se recolectaron 120 plantas en diferentes estados feno-
logicos (desde plantulas a plantas en llenado de vainas), distribuidas en ocho
fincas de la region Brunca (2017 y 2018) al sureste de Costa Rica, y 12 de la
region Huetar Norte (2019 y 2020), al norte del pais. Se muestred en parcelas
de las lineas experimentales ALS 0536-6 ¢ IBC 302-29, asi como de las va-
riedades comerciales Brunca, Cabécar, Changuena, Guaymi, Nambi y Tayni
(Hernandez-Fonseca y Araya-Villalobos, 2009; Hernandez-Fonseca y Chaves-
Barrantes, 2016).

Se recolectaron tres plantas con sintomas y tres asintomaticas de cada fin-
ca. Las plantas asintomadticas se colectaron para aislar hongos endoéfitos con
posible capacidad antagonica. Se tomaron secciones de tejido y se lavaron con
agua y jabon, luego se desinfectaron con alcohol al 70% por 1 min y se realiza-
ron aislamientos en medio de cultivo agar-agua-rosa de bengala-cloranfenicol,
se incubaron por siete dias en oscuridad, entre 23 y 25 °C. Se realizaron culti-
vos de punta de hifa en agaragua 30 g L (3%) y la identificacion de morfotipos
en papa dextrosa agar (PDA), de acuerdo con las descripciones de Leslie y
Summerell (2006) y Seifert et al. (2011). Con estos datos se calculd el porcen-
taje de frecuencia relativa (% FR) de acuerdo con Mueller et al. (2004), me-
diante la formula: % FR = (nimero de aislamientos de cada especie/ntimero
total de aislamientos) x 100. Se seleccionaron los mas frecuentes para realizar

la identificacién molecular.

El ADN se extrajo con el kit Prepman Ultra y se realizo la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con los iniciadores ITS-5 (GGAAGTAAAAG-
TCGTAACAAGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) de la region
del espaciador interno transcrito del ADN nuclear ribosomal (ntDNA ITS
por sus siglas en inglés) (Schoch et al., 2012). Se preparé una reaccion de
PCR (25 pL) segtin White et al. (1990), los productos se enviaron a Macrogen
(USA) para su purificacion y secuenciacion. Las secuencias obtenidas se edita-
ron y alinearon con el uso de Geneious, version 10.2.3, y se compararon con
las disponibles en GenBank por medio del algoritmo BLASTn. Se considero
como identificacion positiva de especie si las secuencias obtuvieron similitu-
des de 100%, como posible especie si obtuvieron 99% (se anot6 el sufijo cf.) y
si obtuvieron entre 96-98% como especie relacionada (se anoto el sufijo aff.)
(Hofstetter et al., 2019). Para el rango de género se considerd una similitud del

97% (Lopez et al., 2017).
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Los 155 aislamientos recuperados, tanto de plantas con sintomas como
asintomaticos, se clasificaron en nueve morfotipos (Figura 1). Los hongos con

mayor porcentaje de frecuencia relativa fueron M. phaseolina (26.7), F. oxyspo-

rum (13.6) y A. rolfsii (5.6).

Pestalotiopsis sp.
Colletotrichum gloeoesporioides
Cladosporium sp.

Fusarium solani

Penicillium spp.

Trichoderma sp.

Athelia rolfsii

Fusarium oxysporum

Morfotipo

Macrophomina phaseolina

0 5 10 15 20 25 30
Frecuencia relativa (%)

Figura 1. Frecuencia relativa (%) de morfotipos de hongos aislados de plantas de frijol comtn (Phaseolus vulgaris) en las
regiones Huetar Norte y Brunca, Costa Rica durante el ano 2017-2020.

Los hongos recuperados variaron de acuerdo al afio y a la regién de mues-
treo. Por ejemplo, A. rolfsii fue posible recuperarlo los cuatro afios de mues-
treo en ambas regiones, mientras que M. phaseolina solo se aislé en el 2019 en

la region Huetar Norte (Cuadro 1).

Cuadro 1. Frecuencia relativa (%) de morfotipos por region productora, afio de recolecta y estado de la planta (con
sintoma/sin sintoma) de frijol comun (Phaseolus vulgaris). Costa Rica. Afo 2017-2020.

Brunca® (21.3) Huetar Norte (78.7)
2017Y 2018 2019 2020
Morfotipo 16.77 4.51 40.64 38.06
€ & € & € & € &

1.74 9.03 2.58 1.93 21.29 19.35 3742 0.64
Athelia rolfsii 0.64 0.00 1.29 0.00 0.64 0.00 9.68  0.00
Cladosporium spp. 0.00 0.00 0.00 1.29 0.00 0.00 0.00 0.00
Colletotrichum gloesporioides 0.00 0.00 0.00 0.64 0.00 0.00 0.00  0.00
Fusarium oxysporum 2.58 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00 23.87 0.64
Fusarium solani 0.64 0.00 0.64 0.00 0.00 0.00 1.29  0.00
Macrophomina phaseolina 0.00 0.00 0.00 0.00 20.65 19.35 0.00 0.00
Penicillium spp. 0.64 4.52 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00
Pestalotiopsis sp. 0.00 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  0.00
Trichoderma sp. 3.23 3.23 0.64 0.00 0.00 0.00 2.58  0.00

* Region productora; ¥ Aio; *E: plantas con sintomas, &:plantas asintomaticas.
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En plantas con sintomas de marchitez, M. phaseolina y F. oxysporum fueron
aislados con mayor frecuencia en la variedad Cabécar, mientras que, A. rolfsii
se encontrd con mayor frecuencia en las variedades Nambi, Brunca y Chan-
guena (Cuadro 2). En general, se encontrd F. oxysporum, F. solani y A. rolfsii
como hongos asociados a plantas con problemas de marchitez, en casi todas

las variedades comerciales y lineas experimentales muestreadas.

Cuadro 2. Frecuencia relativa (%) de morfotipos por variedad de frijol comun (Phaseolus vulgaris), recuperados a partir de plantas con
y sin sintomas de marchitez. Regiones Huetar Norte y Brunca, Costa Rica. Afo 2017-2020.

Morfotipo Variedad
Brunca Cabécar ~ Changuena  Guaymi IBC 30229 ALS 05366 Nambi Nd’ Tayni
e? IS ¢ e e ¢ IS IS ¢ e ¢ € IS
Athelia rolfsii 323 0.00 0.0 3.23 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00 452 0.00 064 0.00
Cladosporium sp. 0.00 0.00 0.64 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00  0.64 0.00 0.00 0.00 0.00
~ 0.00
Colletotrichum 000 000 0.64 000 000 0.00 0.00 0.00 0.0 000 000 0.0
gloesporioides
. 1.29
Fusarim 2.58 1355 1.29 0.00 0.00 0.00 1.29 0.00 452 0.00 0.00 3.23
oxysporum
Fusarium solani 129  0.64 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 0.64 0.00 0.00 0.00
. 0.00
Macrophomina 0.00 2065 9.68  0.00 000 9.68 0.00 0.00 0.0 000 000 0.00
phaseolina
Penicillium spp. 0.00 0.00 4.52 0.00 0.00  0.00 0.00 000 000 0.64 000 0.00 0.00
Pestalotiopsis sp. 0.00 0.00 0.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.64 000 000 000 000 0.00
Trichoderma sp. 000 258 2.58 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 000 193 0.64 064 0.00

*€: plantas con sintomas, &:plantas asintomaticas, Nd: no dato, no se conoce la variedad.

La secuenciacion de la region ITS mostrd que los morfotipos de Fusarium
se ubicaron en las unidades taxonomicas operativas F. fujikuroi, F. solani y F.
oxysporum. El hongo clasificado preliminarmente como M. phaseolina, obtuvo
un porcentaje de similitud del 100%. Los aislamientos tentativamente defini-
dos como Penicillium spp. se clasificaron como P. crustosum, P. simplicissimum,
Penicillium sp. y Talaromyces pinophilus (Cuadro 3). No se realizd secuenciacion
del ADN proveniente de A. rolfsii, porque las caracteristicas morfoldgicas se
consideraron suficientes para su identificacion, y coincidieron con las des-
critas por Kamil et al. (2020), micelio blanco algodonoso con presencia de
fibulas, tanto en planta como en medio de cultivo PDA vy, el desarrollo de
esclerocios esféricos de aproximadamente de 1 mm, de coloracion blanca al

inicio y café claro cuando maduran.
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Cuadro 3. Identificacién molecular, porcentaje de similitud, accesion y longitud de la secuencia de ITS de morfotipos recuperados a
partir de plantas de frijol comtn (Phaseolus vulgaris) con y sin sintomas de marchitez, segtin regién productora y variedad.

Regiones Huetar Norte y Brunca, Costa Rica. 2017-2020.

Secuencias Longitud de la
e % de de referencia  # accesion en £ . Region . Estado de
Identificacion U . . secuencia Variedad
similitud  disponibles en GenBank productora la planta
(pares de bases)
GenBank

Fusarium cf. fujikuroi 99.8 KT192406 MW449097 514 Brunca IBC302-29 Con sintoma
Fusarium cf. 99.5 MK156682  MW449096 503 Brunca ALS 05366 Con sintoma
oxysporum

Fusarium cf. solani 99.9 MK817031 MW449094 503 Brunca Cabécar  Con sintoma
Macrophomina 100.0 MK968305  MW449091 536 Huetar Norte ~ Guaymi  Con sintoma
phaseolina

Colletotrichum sp. 99.6 KX721643 MW449095 515 Brunca Cabécar Sin sintoma
Penicillium aff. 98.3 KF938410  MW449099 489 Brunca Cabécar  Sin sintoma
crustosum

Eenicfll?um cf. 99.7 KM104597 MW449100 490 Brunca Cabécar Sin sintoma
simplicissimum

Penicillium sp. 100.0 KY552262 MW449093 537 Brunca Nambi Sin sintoma
Tglaromyces cf. 99.5 CP017345 MW449092 527 Brunca Cabécar Sin sintoma
pinophilus

Trichoderma cf. 99.7 MK387946  MW449098 550 Brunca Nambi  Sin sintoma

harzianum

Las especies con mayor frecuencia de aislamiento, M. phaseolina, F. oxyspo-
rum y A. rolfsii (Figura 1) estan asociadas a pudriciones radicales y marchitez
vascular en frijol comun alrededor del mundo (Xue et al., 2015; Yesil y Bastas,
2016; Al-Jaradi et al., 2018; Sendi et al., 2019). En Costa Rica fueron reporta-
das con anterioridad (Echandi, 1967; Araya y Hernandez, 2003; Villalobos et
al., 2009); sin embargo, en ninguno de los trabajos previos se realizé una iden-
tificacion morfoldgica o algun andlisis molecular para confirmar la identidad

del agente patdgeno asociado al daio descrito.

Los sintomas observados en campo para la pudricion carbonosa provocada
por M. phaseolina, coincidieron con los reportados por Sun et al. (2019) para
esta patologia e incluyeron clorosis, marchitez y muerte de plantas adultas
con hojas completamente deshidratadas unidas al tallo (Figura 2 A y D), asi
como decoloracién y pudricion en la base del tallo. De acuerdo con Araya y
Hernandez (2003), esta especie se presenta con frecuencia en la regiéon Hue-

tar Norte, no asi en la region Brunca, comportamiento que se repitio en este

estudio (Cuadro 1).
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E F

Figura 2. Plantas de frijol comutn (Phaseolus vulgaris) con sintomas de marchitez de las que se aislaron
A) y D) Macrophomina phaseolina; B) y E) Fusarium oxysporum; C) y F) Athelia rolfsii. Regiones
Brunca y Huetar Norte, Costa Rica. 2018-2020.

Durante el ciclo productivo del 2019 en la regién Huetar Norte se presen-
taron condiciones de sequia y altas temperaturas, propias de un afo bajo in-
fluencia del fendomeno del Nifio (Fernandez y Ramirez, 1991; Alvarado, 2019),
que favorecieron o predispusieron la infeccion por M. phaseolina (Dhingra y
Chagas, 1981), debido a las alteraciones fisioldgicas que sufre el hospedan-
te, como reduccion de la tasa de transpiracion y la conductancia estomatica
(Mayek-Pérez et al., 2002). Estas condiciones explicarian porque solo en ese
afio fue posible recuperar dicho patégeno de plantas marchitas en esa region;
mientras que, en los demds afos de muestreo no fue aislado. Al respecto, en
2018 se tuvieron condiciones lluviosas propias de un afo bajo el fendmeno
de la Nifa (Fernandez y Ramirez, 1991; Alvarado, 2018), y 2017 y 2020 fueron
afnos neutros, segun el Instituto Meteorolégico Nacional de Costa Rica (Alva-

rado, 2017; Alvarado, 2020).

Por otro lado, F. oxysporum se aislo a partir de plantulas y plantas adultas,

de lesiones longitudinales y hundidas, de coloracion rojiza (Figura 2 B y E).
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Los sintomas en campo se distribuyeron en parches, aunque en ocasiones se
encontraron de forma aleatoria. Los dafios observados concordaron con los
indicados para marchitez por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) en varias
investigaciones: plantas con retardo de crecimiento, amarillamiento gradual,
defoliacion y decoloracion de tejidos vasculares de raices y tallos (Kendrick y
Snyder, 1942; Schwartz, 1989; Saremi et al., 2011; Edel-Hermann y Lecomte,
2019). La marchitez por Fop se considera una de las principales enfermedades
del frijol comun a nivel mundial (Xue et al., 2015).

Tanto Macrophomina como Fusarium pueden ser transmitidos por semilla.
El ultimo, puede localizarse en la superficie y en el interior, especialmente
en los cotiledones (Kendrick, 1934; Singh y Schwartz, 2010; Marcenaro y Va-
lkonen, 2016). En esta investigacion se aislaron estos patdgenos de plantas
asintomaticas, lo que podria indicar que se encuentran latentes en la semilla,
al igual que lo encontrado por Parsa et al. (2016), quienes encontraron estos

dos hongos de forma endofita en semillas sanas y desinfectadas.

La enfermedad que provoca Athelia rolfsii en frijol es conocida mundial-
mente como afiublo surefio, los sintomas incluyen marchitez y lesiones en la
base de la planta, que gradualmente la desecan. Ademas, frecuentemente, se
presenta el desarrollo de micelio grueso, blanco y algodonoso en la lesion, con
presencia de esclerocios esféricos de coloracion café (Abawi y Pastor-Corrales,
1990; Mahadevakumar et al., 2015), sintomas y signos observados en esta in-
vestigacion (Figura 2 C y F). Athelia rolfsii se obtuvo solo de plantas adultas

con colapso completo y al igual que Fusarium, presenté distribucion agregada.

A partir de los sintomas observados en campo se aislaron los hongos co-
munmente descritos en frijol para esas patologias. Sin embargo, es necesario
realizar pruebas de patogenicidad para corroborar que son los causantes de
las infecciones. Adicionalmente, se debe realizar una identificacion molecular
mas precisa, de los géneros Fusarium, Trichoderma y Talaromyces, con marcado-
res como EF-la, rpb2 y el gen de la B-tubulina, especialmente, para resolver
con mayor exactitud cudles especies o formas especiales estin presentes. So-
bre todo, si se toma en cuenta lo hallado por Marcenaro y Valkonen
(2016), Edel-Hermann y Lecomte (2019) y Guido-Monge (2020), que reportan
la presencia de otras especies de Fusarium relacionadas con el frijol comun.
Asi como, lo documentado por Otadoh (2011), Carvalho et al. (2014) y Abdel-
Rahim y Abo-Elyousr (2018), que indican que Trichoderma y Talaromyces po-

drian ser agentes de biocontrol.
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Las variedades comerciales y lineas experimentales avanzadas muestreadas
fueron susceptibles a estos patégenos. Por el potencial de causar pérdidas en
rendimiento que éstos tienen (Singh y Schwartz, 2010), el programa de mejo-
ramiento genético de frijol en Costa Rica debe poner mayor atencion a estas

patologias.

Esta investigacion corrobord mediante el aislamiento e identificacion mo-
lecular basada en ITS, la identidad de los hongos asociados a la marchitez del
frijol en las principales zonas productoras de Costa Rica, lo que permite desa-
rrollar mejores estrategias de combate de estos patdgenos. Se sugiere realizar
trabajos de pruebas de patogenicidad e identificacion molecular con marcado-
res como EF-1a, rpb2 y el gen de la B-tubulina.
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El género Phaseolus (familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae), originario
de América esta ampliamente distribuido en el viejo y nuevo mundo (Graham
y Ranalli, 1997). Este género, contiene varias especies domesticadas donde el
frijol ayocote (Phaseolus coccineus) es la tercera especie de mayor importancia
economica después del frijol comun (P. vulgaris) y frijol ancho (Phaseolus luna-
tus) (De Ron y Santalla, 2013; Santalla et al., 2004). P. coccineus, tiene mayor
relevancia econémica en América Central, Sur de América, Africa y Europa
(Giurca, 2009), no solo por la fuente de proteina, sino por las propiedades
agronomicas, tolerancia a condiciones climaticas (condiciones frias y zonas
altas) y tolerancia a enfermedades como Sclerotinia sclerotiorum, Xanthomonas

campestris, que comparado con P. vulgaris muestra mayor vigor y resistencia a

enfermedades (Abawi et al., 1978; Giurca, 2009; Vargas et al., 2014).

Dentro de la diversidad de agentes fitopatdgenos que causan enfermeda-
des en Phaseolus, hay escasos reportes de enfermedades en frijol ayocote. Solo
se tiene registro de Pythium myriotylum, Sclerotinia sclerotiorum y Xanthomonas
campestris (Abawi et al., 1978; Giurca, 2009; Watanabe y Tojo, 2006). Por otro
lado, en P. vulgaris se ha reportado la cenicilla (Erysiphe diffusa) como una de
las enfermedades severas con al menos 10% del 4rea sembrada en Sinaloa
(Félix-Gastélum et al., 2016). La cenicilla, también conocida como mildiu pol-

voriento es una enfermedad comun e importante en cultivos de importancia
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econdomica. Dentro de las medidas de manejo, se ha implementado el uso de
productos quimicos y biolégicos; sin embargo, el uso de cultivares resistentes
puede aumentar la efectividad en el manejo. Se debe hacer un manejo inte-
gral para reducir la incidencia de esta enfermedad, asi como de otras plagas y
fitopatdgenos eventualmente presentes en el cultivo (Deng et al., 2022). Mora-
Aguilera et al. (2021) enfatiza en hacer estudios sistémicos e integrales que
articulen sanidad, genotecnia y produccion, para generar un impacto y trans-
formar un paradigma que implique una vision regional, multidimensional y
multiplaga con el fin de analizar procesos parasiticos y epidemioldgicos aso-
ciados a riesgos productivos y en consecuencia garantizar la seguridad alimen-
taria. La cenicilla presente en frijol ayocote en Montecillo, Texcoco, presenta
un patrén de distribucion agregado debido al estado avanzado fenoldgico del
cultivo (floracién) y con orientacion al ingreso principal de los vientos por lo
que se puede encontrar un gradiente en dicha direccion. Por lo anterior, los
objetivos de la presente investigacion fueron: a) determinar el hongo asocia-
do y el patron de dispersion de la cenicilla en el cultivo de frijol ayocote, b)
desarrollar y validar una escala logaritmica diagramadtica para la cenicilla e c)
identificar el y/o los agentes asociados a enfermedades virales y/o fitoplasmas

observados en el cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Unidad experimental. En julio 2022, ciclo verano-otofo, se selecciond
una parcela experimental (50 x 62 m) de frijol ayocote en etapa de floracion
ubicada en el Colegio de Postgraduados campus Montecillo Texcoco, Estado
de México (19°46 80" "N, 98°89 76" “O) para realizar un diagnostico epi-
demiolégico de plagas asociadas al cultivo (Figura 1). Se tomo una imagen
de 13mpx mediante un vuelo vertical de 50m con drone Phantom 3 DJI®.
La parcela se caracterizd con densidad de siembra irregular, heterogeneidad
en cobertura, manejo agronémico bajo (no tecnificado), control quimico de
malezas y riego por inundacion. La parcela se dividio en 80 cuadrantes de 6x6
m y 720 subcuadrantes de 2x2 m (Figura 1A) para evaluaciéon en campo. La
delimitacién de cuadrantes en campo se realizd con estacas de madera y una
red de liston de rafia (Figura 1B). En el centroide de la parcela se coloco un
sensor climatico HOBO u23 Pro v2 para medicién de humedad relativa (HR)
y temperatura (°C) a intervalos de 30 min entre 16-julio y 11-agosto de 2022.
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Figura 1. Proceso epidemioldgico-metodolédgico para evaluacion de sintomas fungosos y virales en Phaseolus coccineus.
A. Imagen de 13mpx 50m con drone Phantom 3 DJI®, muestra la cuadrantizacion de la parcela experi-
mental. En amarillo cuadrantes de 6x6 m, y en blanco subcuadrantes de 2x2 m. Asteriscos indican subcua-
drantes/cuadrante seleccionados aleatoriamente. B. Instalacion de grid para delimitacion de cuadrantes
en campo. C. Seleccion de subcuadrante colocando marco de 1x1 m como referencia de evaluacion. D.
Evaluacion de sintomas fungosos y virales, e incidencia de Macrodactylus sp. mediante App-Monitor v1.0. E.
Parcela demarcada en su totalidad muestra evaluacion y colecta de material vegetal. F. Sintomas fungosos a
nivel planta. G. Foliolo con signo de cenicilla. H. Presencia de Macrodactylus sp. en el cultivo. 1. Flor de P.
coccineus.
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Identificacion etiologica y gendmica del hongo

Identificacion morfologica del hongo. Se realizd un muestreo dirigido en
cuatro plantas (tres hojas trifoliadas) con sintomas de cenicilla con diferentes
grados de severidad. Mediante la técnica de cinta adhesiva y agua, se observa-
ron las estructuras en el microscopio (40x) para la identificacion del hongo
con claves taxonomicas (Barnet y Hunter, 1998). Se realizaron mediciones de
60 conidios con el software Image]® y se calculod la media + desviacion estan-

dar de largo y ancho de conidios mediante el software Muestra-N Cuanti v.1

(LANREEF, 2020; no publicado).

Extraccion de ADN e identificacién gendémica del hongo. Se colectaron ho-
jas de cinco plantas con signo del hongo para la extraccion del ADN. Se rasp6
micelio de lesiones jovenes por cada foliolo y se colocaron en tubos Eppen-
dorf que contenia 600 pL de buffer AP y dos balines 1/8. Se macerd en un
disruptor a 30 frecuencias por 15 min. Se retiraron los balines y se agrego 1
pL de f-mercaptoetanol y se paséd por vortex por 10 s. Se incubo a 56 °C por
45 min. Después se agregd 400 pL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) y se homogenizé por vortex. Se centrifugd a 13,500 rpm por 10 min
a temperatura ambiente. Se recuperd 500 pL de la fase acuosa y se agregd 500
pL de isopropanol y 50 pL de acetato de amonio, se mezcld por inmersion y
se incub¢ a -20 °C por una la noche. Posteriormente, se centrifugd a 13,500
rpm por 10 min. Se desech¢ el sobrenadante y se lavd con 500 pL de etanol
al 80 %. Se centrifugo a 13,500 rpm por 3 min. Se desecho el sobrenadante y
se seco la pastilla por 1 h y finalmente se resuspendié en 50 pL de agua libre
de nucleasas y se conservé a -20 °C. Umbrales ¢ptimos de concentracion y

pureza de acidos nucleicos se cuantificaron con NanoDrop 2000 (Thermo

Fisher Scientific 2000, EUA).

Se utilizaron iniciadores ITS1 e ITS4 (Cuadro 1) que amplifican la region
ITS del ADN 10 pL de cada iniciador, 0.2 pL de Tag DNA Polimerasa (In-
vitrogen), 2 uL de ADN (40 ng L) y 16.5 puL agua libre de nucleasas. Las
condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min y 31
ciclos con desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, alineamiento a 55 °C por 1
min, extension a 72 °C por 90 s y una extension final de 72 °C por 5 min. Los
productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% te-
flidos con bromuro de etidio y se visualizaron en un fotodocumentador (UVP,
Biolmaging Systems, Epi Chemi II Darkroom). Cuatro de las cinco muestras

amplificadas se enviaron a secuenciar a Macrogen®, Corea.
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Cuadro 1. Iniciadores, secuencias y tamaio de amplicon para la identificacion genomica de Potyvirus, Begomovirus,
Fitoplasmas y microorganismos eucariontes en plantas de frijol ayocote con signos de hongos y sintomas
putativos a virus y fitoplasmas.

Organismo Iniciador Secuencia Tamaio (pb) Referencia
. NIb2F GTITGYGTIGAYGAYTTYAAYAA
Potyvirus NIb3R TCIACIACIGTIGAIGGYTGNCC 350 Zheng et al., 2008
. PBL1v2040 CARTGRTCKATCTTCATACA B ‘
Begomovirus PCR1c CATATTTACRARWATGCCA 500~650 Rojas et al., 1993
GCCYATRTAYAGRAAGCCMAG
AVA94 ACI048 L on i e e S OATGHOTACATG ~550 Whyatt y Brown, 1996
Fitoolastn Pl AAGAGTTTGATCCTGCAGGAT Deng y Hiruki, 1991:
oplasmas - py CGTCCTTCATCGGCTCTT 1,800 Samart et al., 1996
FU5 CGGCAATGGAGGAAACT 590 L L 1995
RU3N TTCAGCTACTCTTTGTAACA orenz et al.,
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG .
Hongo ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 500 White et al., 1990

Andlisis filogenético. Las cuatro secuencias obtenidas (ambos sentidos) se edi-
taron con el programa SeqAssem (https://acortar.link/rfOFdRx) y se compara-
ron en BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con secuencias del
banco de genes (GenBank) para determinar identidad con base a similitud
comparativa expresado en porcentaje de identidad y evalue. Para determinar
relacion filogenética con otras especies de Erysiphe y confirmar la identifica-
cién, las secuencias obtenidas fueron alineadas con secuencias descargadas del
GenBank (Cuadro 2) usando el algoritmo MUSCLE en Mega 11. El analisis
filogenético se realizo en el mismo programa bajo el método estadistico Maxi-

ma verosimilitud (ML) y el modelo de sustitucién Hasegawa-Kishino-Yano con

Cuadro 2. Secuencias del banco de genes del NCBI utilizadas para generar el arbol filogenético y comparar con secuencias de
este estudio.

Planta Lugar y Fecha de

Especies de cenicilla No. Genbank h < Referencia
ospedante recolecciéon
Erysiphe diffusa FJ378880 Glycine max Australia, 2006 Attanayake et al., 2012
E. fallax LC228618 Carica papaya USA, 2017 Braun et al., 2017
E. manihoticola MT 106660 Manihot esculenta Argentina Bradshaw and Tobin, 2020
E. pisi KR912079 Pisum sativum China, 2016 Sun et al., 2016
E. vignae MW?293895 Vigna radiata Australia, 2019 Kelly et al., 2021
E. vignae MT628286 V. radiata Australia, 2019 Kelly et al., 2021
Erysiphe sp. JQ730709 Senna septemtrionalis Meéxico, 2012 Rodriguez-Alvarado et al., 2012
Oidium sp. EU377475 Knautia arvensi USA, 2009 Jankovics et al., 2009
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1000 replicaciones Bootstrap. Se incluyd a Oidium sp (niimero de accesion:
EU377475) como grupo externo. El analisis involucré 12 secuencias de nu-
cleotido con un total de 561 posiciones en el conjunto de datos final. Las se-

cuencias fueron registradas en GenBank, con nimero de accion OQ448664

(FACO6), OQ448665 (FACT), Q448666 (FACS) y OQ448667 (FACY).
Identificacion genoémica de virus y Fitoplasmas

Colecta de material vegetal. De acuerdo a las caracteristicas sintomatologi-
cas que se observaron en campo, se realiz6 un muestreo dirigido a plantas
putativas a Potyvirus, Begomovirus y Fitoplasmas (mosaicos, deformacion foliar,
amarillamiento, clorosis, reduccion foliar, coloracion violacea en follaje). Las
plantas seleccionadas fueron marcadas con estacas y etiquetas con un ID para
su posterior muestreo. Se realizaron dos muestreos en diferentes tiempos; en
el primer muestreo, se colectaron dos hojas trifoliadas de 32 plantas, cada
hoja como repeticion (64 muestras) y en el segundo muestreo se colectaron

31 plantas.

Extracciéon de acidos nucleicos (ARN y ADN). Del primer muestreo, se rea-
lizé el macerado con nitrogeno liquido de las 64 muestras. Solo se pesé 0.1 g
de 32 muestras, y se realizo extraccion de ARN de acuerdo al método ARN
total modificado (Green y Sambrook, 2012). Para el segundo muestreo, se
realizo la extraccion del ARN total y ADN por el método de CTAB 2% (Yu,
2012; modificado por LANREF, 2021). La concentracion y pureza de los aci-
dos nucleicos fueron cuantificados con el NanoDrop 2000 (Thermo Fisher

Scientific 2000, EUA).

Identificacion genomica de Potyvirus. Se consideraron 28 de 32 muestras
del primer muestreo y 18 muestras del segundo muestreo, donde se usaron
iniciadores NIb2F y NIb3R (Cuadro 1) que amplifican parte de la regién co-
dificadora para la proteina B de inclusion nuclear (NIb) de Potyvirus (350
pb) (Zheng et al., 2008). Primeramente, se realizo la sintesis de ADNc a partir
de ARN total (RT-PCR) y posteriormente la PCR de acuerdo al protocolo de
Gonzélez-Cruces et al. (2022). Se realizé una mezcla de reaccion de pre RT-
PCR con 9.75 pL de H,O libre de nucleasas, 500 nM por iniciador y 2.5 pL
de ARN total, incubado a 85 °C durante 3 min. Para la RT-PCR, se anadié a
la reaccion en pre RT-PCR una mezcla con: 2 mM de mix dNTP 's, 1X buffer-
RTy 100 U de la enzima transcriptasa inversa (M-MLV-RT) todos de Promega
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Corp. EUA para obtener un volumen total de reaccion de 25 pL. Las condi-
ciones de RT-PCR fueron a 44 °C durante 60 min para incubacion, seguido
de 92 °C durante 10 min. La PCR se realizd con un volumen de reaccion final
de 25 pL constituido por: 12.5 pL de mix Gotaq® G2 Hot star, 500 nM de
cada iniciador y 2.5 uL de ADNec. Se ejecuto el programa: desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 2 min y 35 ciclos con desnaturalizacion a 95 °C por 45 s,
alineamiento a 45 °C por 45 s, extension a 72 °C por 45 s y una extension

final a 72 °C por 5 min.

Identificacion gendémica de begomovirus. Se analizaron 16 muestras (se-
gundo muestreo) de material vegetal y se utilizaron dos pares de iniciadores:
PBL1v2040 / PCR1c (Rojas et al., 1993) y Av494 / Ac1048 (Cuadro 1) (Wyatt
y Brown, 1996). Para la sintesis de cADN se realizd una mezcla de reaccion
con: 9.75 pL de agua libre de nucleasas, 500 nM por iniciadores (para cada
par de iniciadores) y 2.5 uL de ARN total, incubado a 85 °C por 3 min en un
termociclador T100 (Bio-Rad). Posteriormente, se afiadié a la reaccion una
mezcla de: 2 mM de mix ANTP “s, 1X buffer-RT, 100 U de la enzima transcrip-
tasa inversa (M-MLV-RT) y 10 U del inhibidor de la ribonucleasa (RNAsin),
todos de Promega Corp. EUA. El volumen total de reaccion fue de 20 pL
incubada a 44 °C durante 60 min, seguido por una temperatura de 92 °C
durante 10 min.

La mezcla de PCR con los iniciadores PBL1v2040 / PCRlc se realiza-
ron con un volumen final de 25 pL: 1X de buffer GoTag®, 0.2 mM de mix
dNTP s, 300 nM de los iniciadores PBL1v2040 - PCR1c, 0.5 U de GoTaq®
G2 y 2 puL de ADN. El volumen final se aford con agua libre de nucleasas
hasta obtener 25 pL. El programa fue: desnaturalizacion inicial a 95 °C por
3 min y 30 ciclos con desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, alineamiento a 50
°C por 30 s, extension a 72 °C por 45 s, y una extension final de 72 °C por 5
min. La PCR se realizo en el termociclador Arktik Thermal Cycler (Thermo
Fisher Scientific).

Para el caso de los iniciadores AV494 / AC1048, la mezcla de PCR con-
sistio en un volumen final de final de 25 pL: 15 pL de H O, 5 pL de Buffer
Green 5X, 2 pL de MgCL (7.5 mM), 0.5 pL de dNTPs (10 mM), 0.5 uL de cada
iniciador (10 mM), 0.25 pL de GoTaq® DNA Polimerasa (U pL!) (Promega)
y 2 puL de ADN. Las condiciones de PCR consistieron de: desnaturalizacién

inicial a 95 °C por 4 min y 30 ciclos con desnaturalizacion a 95 °C por 1 min,
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alineamiento a 55 °C por 2 min, extensiéon a 72 °C por 60 s, y una extension

final de 72 °C por 10 min.

Identificacion genomica de fitoplasmas. Se utilizaron los iniciadores P1 / P7
(Deng y Hiruki, 1991; Samart et al., 1996). La mezcla de PCR se preparé para
un volumen final de 25 pL integrada por: 12 pL de H,O libre de nucleasas,
2.5 pL de Buffer 1X, 0.6 uL de MgCl, (50 mM), 0.5 pL de dNTPs (10 mM),
2 pL de cada iniciador (10 mM), 0.4 uL de Tag DNA Polimerasa (U pL™)
(Invitrogen) y 5 pL de ADN. Se ejecutd un programa que consistio en: desna-
turalizacion inicial a 95 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 30 s,
alineamiento a 52 °C por 75 s, extension a 72 °C por 90 s y extension final

a 72 °C por 10 min. La PCR se realizé en el termociclador T-100 (BioRad).

PCR-anidada. Se utilizaron los iniciadores FU5 y RU3N dirigidos a la region
amplificada 16S (Lorenz et al., 1995). Los productos obtenidos en la PCR-
directa se diluyeron (1:30) con agua destilada estéril y se utiliz6 como ADN
molde con las mismas concentraciones anteriormente descritas. Se ejecutd un
programa que consistio en: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 2 min, segui-
do de 40 ciclos a 94 °C por 30 s, alineamiento a 56 °C por 40 s, extension a
72 °C por 90 s y extension final a 72 °C por 5 min. La PCR se realizo en el
termociclador T-100 (BioRad).

Todos los productos de PCR (Potyvirus, Begomovirus, Fitoplasmas y hon-
go) se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiidos con bro-
muro de etidio y se visualizaron con luz UV en el fotodocumentador (UVP,
Biolmaging Systems, Epi Chemi II Darkroom).

Andlisis epidemiologico

Método de muestreo. Por cuadrante, se seleccionaron 3/9 subcuadrantes
como unidades de muestreo para la evaluacion de variables epidemiologicas.
La seleccion de subcuadrantes se hizo mediante un método completamente al
azar con MS Excel Aleatoriza v1.0 (CP-LANREF, 2022. No publicado) (Figura
1A). En el centroide de cada unidad de muestreo, se colocé un cuadrado de
madera portitil de 1x1 m como referencia para evaluacion de variables (Figu-
ra 1C-D). En unidades de muestreo con menos del 25% de cobertura foliar,
el muestreo se realizo de forma dirigida priorizando el orden secuencial 4-9 de

los subcuadrantes.
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Variables de estudio. Se utilizo la App-Monitor® v1.1 Android®, disponible
en PlayStore® (CP-LANREF, 2021) para caracterizaciéon de la parcela y registro
de variables. Se registro las coordenadas geograficas, estado, municipio, loca-
lidad, nombre del cultivo, superficie, fenologia, tecnificacion, riego y densi-
dad de plantacién. Se configurd un muestreo de severidad de cenicilla, dafo
de flor y vigor de planta mediante una escala aritmética de 5-clases: 1=0%,
2=0.01-25%, 3=25.01-50%, 4=50.01-75% y 5=75.01-100% (Figura 1F-G, I).
Adicionalmente, se contabilizd el numero de adultos de Macrodactylus sp. (Fi-

gura 1H).

Diseio de escala logaritmica-diagramatica (ELD) de severidad para cenici-
lla. Se colectaron y digitalizaron un total de 250 foliolos apicales del estrato
medio de la planta garantizando representatividad de la parcela (Figura 1E).
Un total de 50 imagenes fueron desechadas por baja resolucion y calidad.
El criterio de colecta fue dirigido a grados de severidad que representaran el
progreso de la enfermedad de Y (sano) a Y (dafio maximo). Las imagenes
digitalizadas se procesaron en GIMP v2.10.32 para eliminacion de fondo y
cuantificacion del drea total (AT), dafada (AD) o signos del hongo asociado
a Cenicilla. El porcentaje de severidad (%sev) por foliolo se obtuvo aplicando
la formula: %sev = 100 * [AD / AT]. Para disefio de escalas, el punto medio
de clase (PMC), limite inferior (Li) y superior (Ls) se obtuvieron ingresando el

numero de clases y dafilo maximo en 2Log-Epidem v.2.0 por el método Hosfall

y Barrat (1945) (Mora-Aguilera y Acevedo-Sanchez, 2022. No publicado).

Validacién de escalas de severidad en entorno controlado (VEC). Se reali-
zaron dos validaciones de ELD-7 y ELD-8 clases. En la primera, se valido la
version 1 de cada escala, y en la segunda una version con correcciones y ac-
tualizaciones, p.e., cambio de imagen. Del acervo total con 200 imagenes de
foliolos digitalizados, se seleccionaron 30 con diferentes grados de severidad.
Se colocaron en tamano uniforme al centro de una diapositiva de PowerPo-
int® 2016. Se program¢ el archivo con un macro de aleatorizacion de 30 s
por foliolo, usando Microsoft® Visual Basic® 2016. Al final de cada foliolo,
se mostrd el valor real de severidad (Rsev). En Validar-PER v1.5 (LANREF,
2022. No publicado), que permite determinar la exactitud (8, pendiente) y
precision (R?, coeficiente de determinacion) ajustando un modelo de regre-
sion lineal (y = B_+ B+ e), cada evaluador configur¢ las escalas de evaluacion
registrando el numero de la Clase (#Clase) y PMC. En aula se proyectd el

archivo a nueve evaluadores para la asignacion de la clase severidad (Csev) de
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cada foliolo con base en las escalas logaritmica-diagramaticas. Cada evaluador
registrd en Validar-PER v1.5 valores de Csev y Rsev de 30 foliolos. Al finalizar
cada evaluacion, se generaron automaticamente coeficientes de f y R* (Nutter
Jr. y Schultz 1995) asociados a una escala arbitraria de exactitud para medir
sesgo del valor real respecto al observado (8 < 0.96, subestimado; f = 0.96 a
1.05, perfecta; y B> 1.06, sobreestimado), y precision para el sesgo en el conjunto
de valores reales respecto a observados en la evaluacion total (R*< 0.69, no
aceptable; R?= 0.7 a 0.8, baja; R? = 0.81 a 0.9, media; R*= 0.91 a 0.95, alta; R?
> 0.96, muy alta). La reproducibilidad fue el indicador de la consistencia de
la evaluacion entre evaluadores (Nutter Jr. y Schultz 1995), y se estimé en RS-
tudio® 2023.06.2 mediante coeficiente de correlacion de Pearson (r) de una
matriz con valores de Csev. Se obtuvo la concordancia entre evaluadores versus
el real mediante kappa de Cohen (k) y kappa ponderada (k ) para determinar
el grado de acuerdo: no concordancia (< 0), insignificante (0.0 - 0.2), bajo

(0.2 - 0.4), moderado (0.4 - 0.6), bueno (0.6 - 0.8) y muy bueno (0.8 - 1.0).

Validacion de escalas de severidad en campo (VCa). Las escalas logaritmicas-
diagramidticas de 7 y 8 clases con mejor calificacion en r, f y R?, se seleccio-
naron para VCa. Asi mismo, cuatro de los nueve evaluadores fueron seleccio-
nados considerando contrastes de perfil y en parametros finales § y R? de las
pruebas de entorno controlado. En campo, se seleccionaron aleatoriamente
240 foliolos (30 por escala y evaluador), para determinacion de Csev y su digi-
talizacion para determinar %sev con el método previamente descrito en la sec-
cién de diseno de escala logaritmica-diagramatica. Analogamente al proceso
VEC, se usé Validar-PER v1.5 para configurar las escalas de evaluacion. Cada
evaluador registro valores de Csev y Rsev de 30 foliolos por escala. Se genera-
ron los parametros de B, R? y r asociados a su escala arbitraria de acuerdo con

el método descrito en la seccion respectiva.

Analisis jerarquico de conglomerados para VEC y VCa. Se integré una ma-
triz independiente para el proceso VEC y VCa para nueve y cuatro evaluado-
res respectivamente, incluyendo las evaluaciones de Csev y Rsev de 30 foliolos.
En Rstudio® 2023.06.2, por proceso y escala de severidad se generaron mapas
de calor mediante la funcion Heatmap para representar Csev y r_entre evalua-
dores mediante el coeficiente de correlacion de Pearson (r). Los valores de r
entre - 1 a 1 se consideraron el nivel de reproducibilidad, donde los valores
positivos cercanos a 1 fueron de alta reproducibilidad. Por cada heatmap y

variable (evaluador y hoja) se generd un Hierarchical cluster analysis (HCA) agru-
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pado por el método ‘complete’ y distancia ‘Euclidiana’ (d). Se asocio una colori-
metria en gradiente de verde - amarillo - rojo para representar transicién de
sano a danado mediante Csev y r. Los valores Csev y R-sev por proceso, escala
y evaluador se graficaron usando la funcién ggplot adicionando un ajuste de
la ecuacion de regresion lineal para determinar pardametros 8, R y p-value me-

diante la funcién stat_poly_eq.

Analisis geoestadistico parcelario. Para analisis geoestadistico en Golden Sur-
fer® v10, la matriz de evaluacion completa generada con App-Monitor® v1.1
se estructuro en formato espacial de tipo: X = filas, Y = columnas y Z = varia-
bles epidemioldgicas. Para obtener un valor por cuadrante de los tres subcua-
drantes evaluados, se empleo el criterio de maxima inductividad de la escala
aritmética de 5-clases para severidad de cenicilla, dafio de flor y vigor de plan-
ta. Para Macrodactylus sp., se obtuvo el acumulado de insectos por cuadrante.
El analisis geoestadistico se realizd con el método Kriging representado en
mapas de contornos. La dependencia y autocorrelacion espacial se calculo
con variogramas omnidireccionales (360°) ajustados a un modelo esférico. Por
cada variable evaluada se obtuvieron los indicadores variograficos lagdistance
y sill o meseta (0%s) para determinar el nivel de dependencia espacial a nivel

parcela (Gonzales-Cruces et al., 2021).

Estimacion de vigor de cobertura y severidad mediante imagenes de dron.
Se selecciond un bloque de nueve cuadrantes (Columna 8:10, Fila 1:3) por
criterio de maxima inductividad de cenicilla mediante exploracién visual. En
el centroide del bloque, se capturaron 10 imagenes RGB (13 mpx) con el dron
Phantom 3 DJI® a una altura de 27 m. Una imagen testigo por cuadrante a 5
m se capturd para mayor resolucion de sintomas. En ArcMap® v10.3, se reali-
z6 un analisis de ‘segmentacion de imagen’ en dos etapas mediante clasificacion
supervisada y maxima probabilidad: 1) Entrenamiento en una imagen-muestra
con resoluciéon a 5 m, para disefio de una ‘firma RGB’ con capacidad de discri-
minacion entre categorias de clasificacion i.e., severidad cenicilla (sev), suelo
(s), tejido foliar (t) y floracion (f); y 2) Segmentacion de imagen extrapolando la
‘firma RGB’ del entrenamiento a la imagen de resoluciéon 27 m correspondien-
te al bloque completo. Se obtuvo la superficie por categoria de clasificacion y
la superficie total del bloque (ST = sev + s + ¢ + f). La estimacion de severidad

cenicilla del bloque se calculd como: sev, = 100 * (sev / ST); y el vigor de cober-
tura como wc, = 100 * ([sev+c+f]/ST).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion morfoldgica y génica del hongo. Se observaron manchas irre-
gulares polvorientas de color blanco en el haz de las hojas. En sintomas avan-
zados, se observaron lesiones de color amarillento debido al efecto del dafio
por el hongo. Los sintomas y signos se observaron en los estratos medios y
bajos principalmente (Figura 2A-B). En hojas jovenes, se observo una ligera
reduccion del 4rea foliar debido a la severidad del hongo. También se observd
alta incidencia de frailecillos, plaga para algunos cultivos de importancia eco-

nomica como el maiz y frijol (Aragon et al., 2021).

En microscopio se observaron hifas, conidioforos y conidios. Conidiéforos
cilindricos y erectos con célula basal recta o ligeramente curva seguidas por
dos células apicales mas cortas (Figura 2B-C) con conidiogénesis tipo pseu-
doidium (maduracion de conidios uno a la vez). Conidios hialinos, ovoides a
elipsoides de 31.74 + 0.3419 um x 15.11 + 0.1579 um sin presencia de cuerpos
de fibrosina (Figura 2A-E). Tubos germinativos con una longitud de uno o
dos veces el largo de los conidios, con desarrollo terminal o subterminal y
apices lobulados (Figura 2D). De acuerdo a las caracteristicas morfologicas, se
determino que el hongo pertenecia al género Erysiphe (Cook y Braun, 2009;
Glawe, 2008; Takamatsu, 2014). No se observaron estructuras sexuales.

Las secuencias obtenidas en este estudio y comparadas con secuencias del
GenBank mediante BLASTn, determinaron que el agente causal de la ce-
nilla en frijol ayocote era Erysiphe vignae con un porcentaje de similitud del
100% y un e-value de O para las cuatro secuencias analizadas. Asimismo, las
secuencias de estudio compartieron un ancestro comun, con un valor de con-
fiabilidad (Bootstrap) del 94%, con secuencias pertenecientes a Erysiphe vignae
(MW293895, MT628286) provenientes de muestras de Vigna radiata en Aus-
tralia (Figura 2H). Los resultados genémicos y morfologicos de este estudio

fueron comparados con las caracteristicas reportadas para esta especie por

Kelly et al. (2021) y Deng et al. (2022).

Se ha identificado a E. vigna en diferentes especies de la familia Fabaceae
como en soya verde (Vigna radiata) y frijol negro (V. mungo) en Australia, espe-
lon (Vigna unguiculata) en Brasil y en frijol comun (P. vulgaris) en sur América

y China (Deng et al., 2022; Kelly et al., 2021). En México, Félix-Gastélum et
al. (2011), reporta a E. diffusa como el agente causal de la cenicilla en frijol
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Figura 2. Identificacién morfoldgica y gendmica de la cenicilla en frijol ayocote (Phaseolus coccineus). A) conidios hialinos,
ovoides a elipsoides; B-C) coniditforos cilindricos y erectos; D-F) conidios en germinacion; G) Amplificacion de
la region espaciadora interna transcrita (ITS) del ADN ribosomico nuclear (7500 pb) de cinco muestras de ADN
de cenicilla (1-5), controles positivos de PCR (+) pertenecientes a la region ITS del género Alternaria y Fusarium
respectivamente, marcador de peso molecular (M) de 1 kb plus Invitrogen y control negativo de PCR (-); H) arbol
filogenético realizado por Maxima verosimilitud (ML) y el modelo de sustitucion Hasegawa-Kishino-Yano con
1000 replicaciones Bootstrap, basado en la region ITS de secuencias de hongos pertenecientes al género Erysiphe
(Cuadro 2). Las secuencias de estudio son: FAC6, FAC7, FAC9 y FAC9 (punto rojo). Se incluyé a Oidium sp

(ntmero de accesion: EU377475) como grupo externo.
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comun en Sinaloa, sin presentar fase sexual. Sin embargo, no existen registros
de E. vigna afectando a fabaceas en México (Schoch et al., 2020). En este traba-

jo se identifico por primera vez a E. vigna en cultivo de frijol Ayocote.

Se ha estudiado ampliamente el frijol ayocote con lo que respecta a la re-
sistencia y tolerancia a plagas, enfermedades y condiciones abioticas (climas
frios) (Osorno et al., 2007; Vargas et al., 2014; Schwember et al., 2017). Por
ejemplo, RuizSalazar et al. (2019), resaltan que el frijol ayocote presenta re-
sistencia al tizon comun (Xanthomonas axonopodis pv. Phaseoli) y antracnosis
(Colletotrichum lindemutianum). No obstante, en este estudio se observod que la
cenicilla puede ser un problema para el cultivo si se presentan las condiciones
ambientales favorables; aunado a ello, se desconoce el impacto productivo
que puede implicar la incidencia y severidad de la cenicilla, sin considerar

otras plagas de tipo insectil, fungica, viral y fitoplasmas.

En México, la siembra del frijol ayocote se ubica principalmente en Puebla,
Oaxaca y Chiapas, con limitacion en su consumo solo en las zonas donde se
produce (CIAD, 2022). La cenicilla es uno de los principales factores limi-
tantes del rendimiento en algunas regiones productoras de frijol comun en
el mundo, como Brasil, México, Espania y Estados Unidos, y puede causar
pérdidas hasta un 69 % en el rendimiento (Deng et al., 2022); por lo que es
importante conocer el potencial epidemioldgico de esta nueva especie identi-

ficada por primera vez en frijol ayocote en México.

Identificaciéon genémica de virus y fitoplasmas. Se analizaron 46 foliolos de
ambos muestreos, donde se observaron sintomas de mosaicos, amarillamien-
to, deformacion foliar y aclaramiento de nervaduras; no obstante, no se de-
tectd la presencia de Potyvirus. En frijol comun se han reportado alrededor
de 23 virus que incluyen nueve géneros (Potyvirus, Comovirus Nepovirus, Sobe-
movirus, Alfamovirus, Cucumovirus, Tobamovirus, Begomovirus y Curtovirus), pre-
dominando 11 especies del género Potyvirus como principales enfermedades
virales en frijol (Meziadi et al., 2017). En frijol ayocote solo se ha reportado a
Bean common mosaic virus (BCMV) (CAB International, 2022); sin embargo,
no suele ser un problema en esta especie, debido a la resistencia y/o toleran-
cia que puede presentar el cultivo para algunos virus. Osorno et al. (2007)
han sugerido que P. coccineus presenta resistencia en Bean golden yellow mosaic
virus (BGYMYV), debido a dos genes que tiene la planta. Un gen recesivo, que
confiere resistencia a la clorosis foliar y un gen dominante que evita la defor-

macion de las vainas en presencia de BGYVM.
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Para el analisis gendmico del género Begomovirus, 16 de 31 muestras analiza-
das del segundo muestreo, no amplificaron el fragmento esperado, por lo que
se descartd la presencia de begomovirus en esta investigacion. Por otro lado,
de las plantas muestreadas se observaron sintomas putativos a Fitoplasmas,
los sintomas observados fueron deformacion foliar, coloracion café o violeta,
con evidente coloracion violaceas en las nervaduras del envés de las hojas mas
jovenes, achaparramiento, ligero amarillamiento en hojas del estrato medio y
retraso en la floracién comparado con el resto de la poblacion de frijol (Figura

3). De acuerdo al analisis gendmico (corroboracion de dos repeticiones), se

Figura 3. Sintomas en campo asociados a putativos virus y fitoplasmas A) Sintomas observados en
campo putativos a fitoplasmas en el cultivo de frijol ayocote (Phaseolus coccineus); B) Seleccion
de seis hojas trifoliadas con sintomas putativos a fitoplasmas; A) andlisis de electroforesis de
17 muestras de foliolos con sintomas de putativos a fitoplasmas.
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descarto la presencia de fitoplasmas en las muestras analizadas. Actualmente,
solo se ha reportado la presencia de ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ en las
fabaceas Macroptilium lathyroides (Alves et al., 2018) y Crotalaria juncea (Bianco
et al., 2014). Los sintomas que reporta son reduccion foliar, amarillamien-
to y atrofia. En la presenté investigacion se observaron sintomas similares y
ademas de una coloracién violacea en los foliolos, pero sin corroborar la pre-
sencia de fitoplasmas. Por otro lado, Sanchez-Castro et al. (2016) reportan las
chicharritas Empoasca kraemeri, E. fabae y E. papayae como putativos vectores
de fitoplasmas en el cultivo de frijol comun. En Zacatecas se ha reportado E.
kraemeri como principal plaga en frijol durante todas las etapas fenologicas,
observandose mayor susceptibilidad en la etapa de floracién y desarrollo de
vainas (Lozano-Gutiérrez et al., 2017). Durante el muestreo, se observé altas
poblaciones de chicharritas (no identificados morfolégicamente) en el cultivo.
Esto sugiere hacer futuras investigaciones de la identificaciéon morfologica de
las chicharritas y el analisis genomico del fitoplasma en mayor ntimero de
muestras vegetales, asi como corroborar la presencia del fitopatdgeno en el in-
secto. Esto es importante porque no hay evidencias cientificas de la presencia

de fitoplasmas en el cultivo de ayocote.

Diseio de escalas logaritmica-diagramaticas de severidad (ELD). Recientes
revisiones de 105 articulos cientificos enfocados en el disefio de ELD publica-
dos entre 1991 - 2017, muestran diversos enfoques para generar escalas y ana-
lisis paramétricos para determinar su confiabilidad (Del Ponte et al., 2017). En
este analisis, 5/127 ELDs en tres publicaciones de Phaseolus sp fueron disefia-
das para Colletotrichum lindemuthianum, Uromyces appendiculats, Phaeoisariopsis
griseola, Pseudocercospora griseola y Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Libreton
et al., 2015; Godoy et al., 1997). Excepto en Pseudocercospora griseola, los um-
brales de severidad entre 0.1 - 60% se dividieron en 6 - 9 clases mediante el

principio de Weber-Fechner y disefio de escala basado en foliolos dibujados

en blanco-negro (Del Ponte et al., 2017; Godoy et al., 1997).

En este estudio se generaron ocho escalas totales, dos de 7-clases y dos
8-clases, con dos repeticiones por escala, las cuales se encuentran en el rango
de clases usado por estudios cuyo objetivo es disenar de escalas (5 - 12, Mo
= 6; Del Ponte et al., 2017). La imagen representativa por clase se selecciono
con base en umbral de Li y Ls obtenido en 2LogEpidem v.2.0. Las versiones
finales de las escalas se integraron con la imagen-clase asociada al Li, PMC'y Ls

(Figura 4). Se obtuvieron los valores 0, 0.5, 2.1, 6.2, 16.6, 41.7 y 100% como
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Figura 4. Versiones finales de escalas logaritmicas-diagramaticas de severidad foliar para evaluacion de
Cenicilla en frijol ayocote (Phaseolus coccineus), seleccionadas para validacion en campo. A.

ELD-7c. B. ELD-8c.
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PMC de ELD-7c (Figura 4A); y 0, 0.2, 0.9, 2.7, 7.1, 17.8, 42.9 y 100% para
ELD-8c (Figura 4B). Las tendencias recientes al menos desde 2007, el disefio
de escalas basado en Horsfall & Barrat y la ley Weber-Fechner estan siendo
sustituidos por modelos lineales o aritméticos (Del Ponte et al., 2021; 2017;
Godoy et al., 1996). Se percibe en estos nuevos enfoques que los principios
epidemioldgicos se comprometen por cubrir ajustes estadisticos, p.e., coefi-
ciente de determinacion (R2). No obstante, este estudio se disefid con enfoque
epidemioldgico, por tanto, las escalas tienen fines de manejo preventivo de
enfermedades en Phaseolus coccineus, lo cual implica priorizar las primeras cla-

ses de daflo que se asocian a procesos patogénicos de intervencion oportuna

(Mora-Aguilera et al., 2021).

Primera validacion de ELD-7c para un entorno controlado (VEC). La evalua-
cion en ELD-7c mostro coeficientes de f, R? y r en rango de 0.99 - 1.02, 0.80
- 0.94y0.81 - 0.87, respectivamente, reportados como aceptables-Optimos en
estudios de disefo y validacion de escalas (Ortega-Acosta et al., 2016; Libreton
et al., 2015; Godoy et al., 1996). La escala vl - rep2 con f# = 1.07 (sobreesti-
mado en 7%), R? = 0.93 (alta) y r= 0.87 (moderada) tuvo la mejor evaluacion
integral. Aunque v2 - rep1 tuvo coeficientes £ y R? similares, obtuvo la r m4s
baja con 0.81 (Cuadro 3). Por el contrario, los coeficientes de ELD-8¢ fueron
notablemente menores f = 0.81 - 0.97, R*= 0.80 - 0.85 y r = 0.79 - 0.94
(Cuadro 3). La escala mejor evaluada fue vl — repl con £ = 0.97 (perfecta),
R? = 0.85 (media) y r= 0.87 (moderada) (Cuadro 3). Por lo tanto, vl - rep2

Cuadro 3. Promedio de exactitud (f), precision (R?) y reproducibilidad (r) por versién, repeticion y escala logaritmi-
ca-diagramdtica de severidad para evaluar cenicilla en Phaselous coccineus.

\éfgf,ft?c%)n/ Exactitud C_ategoria Precision gjztl?g;tirxl/i Reproducibilidad
(rep) B) cualitativa de b (R?) de R? (r, Rango)
ELD 7 clases
vl - repl 0.99 perfecta 0.81 media 0.83 (0.60 — 0.98)
vl —rep2 1.07 sobreestimado 0.93 alta 0.87 (0.67 — 0.99)
v2 —repl 1.08 sobreestimado 0.94 alta 0.81 (0.61 - 0.98)
v2 — rep2 1.02 perfecta 0.80 baja 0.86 (0.72 - 0.94)
ELD 8 clases
vl - repl 0.97 perfecta 0.85 media 0.87 (0.77 - 0.97)
vl —rep2 0.81 subestimado 0.84 media 0.94 (0.81 - 1.00)
v2 —repl 0.96 perfecta 0.81 media 0.79 (0.62 - 0.99)
v2 — rep2 0.87 subestimado 0.80 baja 0.79 (0.62 - 0.99)

* En negritas se muestran las escalas seleccionadas por mejor calificacion en los parametros evaluados.
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(ELD-7¢) y vl — rep1 (ELD-8c) fueron seleccionadas para validacién en campo
(Figura 4, Cuadro 3).

Segunda validacién de ELD-7c para un entorno controlado (VEC). El HCA
conformé un cliister principal integrado por evaluadores 4 - 9 (p = 0.94), mien-
tras que evaluadores 1 - 3 formaron clusteres independientes (p > 0.75) (Fi-
gura 5A2). La exactitud (f) estuvo en el rango de 0.82 - 0.99, y perfecta en el
cluster principal (£ > 0.96). Los evaluadores 1 - 3 subestimaron 10 - 18% de
severidad diferencialmente en las clases 2-5 (5 = 0.82 - 0.97) (Figura 5A1, 5A2
y Cuadro 4). La precision (R?) oscild entre 0.82 - 0.99, la cual fue muy alto (R?
> 0.94) en el cluster principal, moderado en los clusteres independientes (R? =
0.82 - 0.89) (Figura 5A2, Cuadro 4). La reproducibilidad (r) de cada evaluador
con respecto al real fue andlogo a la precision. En el cluster principal fue muy
alta (r=0.97 - 0.99) y alta en clusteres independientes (r = 0.92 - 0.94) (Figura
5A2, Cuadro 4). Interesantemente, el indice kappa en el cluster principal fue

muy bueno (k> 0.8; k> 0.96), mientras que los cltsteres independientes fue

moderado - bueno (k < 0.68; K < 0.96).

Segunda validacién de ELD-8c para un entorno controlado (VEC). Se con-
formaron dos cliisteres estadisticamente diferentes (p < 0.001). El cluster prin-
cipal sin diferencias (p = 0.96) con la evaluacion real se integro por los evalua-
dores 2, 3, 6y 9, y aunque los evaluadores 4 (p = 0.78) y 6 (p = 0.56) estuvieron
cercanos fueron estadisticamente diferentes por subestimar la clase 4 (Figura
5B1 y 5B2). Los evaluadores 1, 5y 7 conformaron el segundo cluster (p =
0.56). La exactitud en general fue menor respecto de ELD-7c (f# = 0.51 - 0.99),
siendo casi perfecta en el cluster principal (f > 0.98). Los evaluadores 5y 7
subestimaron 10 - 15 % la clase 4 de severidad (f = 0.68 - 0.80), mientras
que el evaluador I fue el més inexacto (f = 0.51) con mediciones erriticas de
subestimacion y sobreestimacion en clases 3-6 (Figura 5A1, 5A2 y Cuadro
4). La precision fue similar que ELD-7c con R? = 0.64 - 0.97, siendo muy alto
(R?>0.95) en el cluster principal, excepto en evaluadores 4y 8 (R? = 0.89), y
media a no aceptable para evaluadores 1, 5y 7 (R* = 0.64 - 0.82) (Figura 5A2,
Cuadro 4). La reproducibilidad (r) de esta escala fue alta - muy alta (r > 0.93)
en evaluadores del cluster principal y media en el segundo (r = 0.80 - 0.91)
(Figura 5A2, Cuadro 4). El grado de acuerdo de cada evaluador respecto al
real fue notablemente mas bajo en comparaciéon con ELD-7c (k = 0.38 - 0.79;
K_=0.80 - 0.97). Solo en evaluadores del cluster principal fue bueno (k = 0.58
- 0.79) y moderado en el segundo (k < 0.58) (Cuadro 4).
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Figura 5. A1y Bl1. Escala logaritmica-diagramatica de 7 y 8 clases para evaluacion de severidad de cenicilla en foliolos de frijol ayocote
(P. coccineus), durante el proceso VEC de 30 hojas en por nueve evaluadores. A2 y B2. Heatmap del coeficiente de correla-
cion de Pearson (r) entre nueve evaluadores por escala de severidad. Los valores de r = 0.8 - 1 indican la reproducibilidad de
cada escala entre evaluadores. A3 y B3. Heatmap de clase de severidad en 30 hojas evaluadas por escala y evaluador. El color
representa el valor de la clase asignada por el evaluador para cada hoja. Por evaluador y hojas se traza un Hierarchical cluster
analysis agrupado por el método ‘complete’ y distancia Euclidiana.
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Cuadro 4. Comparacion de parametros entre evaluadores con respecto al real, para evaluacion de exactitud (6x), precision
(R?) y nivel de concordancia entre evaluadores (k, K ) por clase de severidad evaluada durante el proceso de
validacion en entorno controlado (VEC) y en campo (VCa).

Etapa Modelo [y = x] po J/28 r R? p-value K K,
ELD 7 Clases
Eval8 vs Real 1.0 0.99 0.98 0.97 <0.001 0.88 0.99
Eval4 vs Real 0.1 0.99 0.99 0.99 <0.001 0.84 0.98
Eval5 vs Real 0.8 0.99 0.98 0.97 <0.001 0.84 0.98
Eval7 vs Real -0.1 0.99 0.99 0.99 <0.001 0.84 0.98
Eval9 vs Real 0.8 0.96 0.99 0.99 <0.001 0.80 0.96
Eval6 vs Real 0.7 0.96 0.97 0.94 <0.001 0.68 0.96
Eval3 vs Real 5.0 0.97 0.94 0.89 <0.001 0.61 0.95
Evall vs Real -0.2 0.82 0.91 0.82 <0.001 0.57 0.95
Eval2 vs Real 3.1 0.90 0.92 0.84 <0.001 0.48 0.90
x . 0.95 0.96 0.93 . 0.73 0.96
VEC Cl . 0.91-0.99 0.94-0.98 0.89-0.98 . 0.63-0.82 0.94-0.98
ELD 8 Clases
Eval2 vs Real 3.9 0.96 0.97 0.95 <0.001 0.79 0.97
Eval3 vs Real 0.2 0.98 0.97 0.95 <0.001 0.74 0.94
Eval6 vs Real -0.3 0.98 0.97 0.95 <0.001 0.74 0.97
Eval8 vs Real 3.1 0.99 0.93 0.87 <0.001 0.67 0.92
Eval7 vs Real 0.9 0.80 0.91 0.82 <0.001 0.59 0.93
Eval9 vs Real 1.8 0.98 0.98 0.97 <0.001 0.58 0.91
Eval5 vs Real 5.2 0.68 0.84 0.70 <0.001 0.54 0.92
Eval4 vs Real -1.9 0.92 0.93 0.87 <0.001 0.39 0.93
Evall vs Real 2.1 0.51 0.80 0.64 <0.001 0.38 0.80
x . 0.87 0.92 0.86 . 0.60 0.92
Cl . 0.76-0.98 0.88-0.96 0.78-0.94 . 0.51-0.70 0.89-0.95
ELD 7 Clases
Evall vs Real 1.7 0.86 0.94 0.88 <0.001 0.84 0.96
Eval4 vs Real -1.2 0.99 0.98 0.96 <0.001 0.76 0.97
Eval2 vs Real 2.6 0.98 0.98 0.97 <0.001 0.72 0.96
Eval3 vs Real 3.3 0.97 0.97 0.95 <0.001 0.72 0.96
VCa x . 0.95 0.97 0.94 . 0.76 0.96
Cl . 0.91-0.99 0.96-0.98 0.91-0.97 . 0.72-0.80 0.96-0.97
ELD 8 Clases
Eval3 vs Real 0.5 0.99 0.99 0.99 <0.001 0.88 0.99
Eval4 vs Real -0.3 1.01 0.99 0.99 <0.001 0.84 0.98
Evall vs Real -1.2 0.99 0.99 0.98 <0.001 0.84 0.98
Eval2 vs Real 13 0.98 0.99 0.98 <0.001 0.84 0.98
x . 0.99 0.99 0.99 . 0.85 0.98
Cl . 0.98-1.0 0.99 0.98-0.99 . 0.84-0.86 0.98-0.99
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A un intervalo de confianza a = 0.05, comparativamente ELD-7c¢ fue 15% mis
exacta, con una ligera subestimacién del dafio por cenicilla en clases 4 - 6y
sobreestimacién en clases 1 - 3 (= 0.91 - 0.99) (Cuadro 4). Por el contrario,
en ELD-8c la subestimacion en clases 1 - 7 fue més evidente (= 0.76 - 0.98).
En términos de precision y correlaciéon con respecto al real, ELD-7c 9% mas
precisa con valores principalmente en categorias alta a muy alta (R?> = 0.89
- 0.99 vs. R?=0.78 - 0.94) (Cuadro 4). Los indices de concordancia fueron
notablemente mejores para ELD-7c (k = 0.63 - 0.82) con el 60% de evaluado-
res con un grado de acuerdo muy bueno con respecto al real, en contraste con

ELD-8¢ que tuvo 50% de evaluadores en grado de acuerdo moderado y 22% en
muy bajo (k = 0.51 - 0.7) (Cuadro 4).

Validacion de ELD-7c en campo (VCa). El clister principal se integré por la
evaluacioén real vinculada con evaluadores 2 - 4 (p = 0.93), en contraste con el
evaluador 1 que formo un clado significativamente diferente (p > 0.93) (Figu-
ra 6A2). La exactitud () mantuvo el promedio con respecto a VEC (x = 0.95,
0.86 - 0.99), de los cuales 2/3 evaluadores tuvieron exactitud casi perfecta (£
>0.97). El evaluador 1 tuvo una exactitud baja (f = 0.86) con tendencia a sub-
estimar clases 5 - 6, aunque interesantemente tuvo el grado de acuerdo mayor
con respecto al real (k = 0.84) (Figura 6A1, 6A2 y Cuadro 4). La precisién incre-
mento ligeramente a un rango 0.88 - 0.98, siendo muy alto (R? > 0.95) en el
cluster principal (Figura 6A2, Cuadro 4). Analogamente, la reproducibilidad
fue muy alta entre evaluadores del cluster principal (r = 0.95 - 0.97) y modera-
da del evaluador 1 con respecto al real (r = 0.86) (Figura 6A3, Cuadro 4). En
general, el grado de acuerdo (kappa) tuvo un incremento promedio marginal
(k = 0.76), no obstante, en el cluster principal bajé de categoria a bueno (k =
0.72 - 0.76; x> 0.96) y tnicamente el evaluador 1 tuvo grado de acuerdo
muy bueno (k = 0.84) (Cuadro 4). Lo anterior sugiere una pérdida de exactitud,

precision y concordancia en la evaluacion bajo condiciones de campo.

Validacién de ELD-8c en campo (VCa). Esta escala tuvo mejores métricas con
respecto al proceso VEC, e incluso que ELD-7c en campo. Se conform¢é un
clister principal con evaluacion real y evaluadores 3 - 4 (p = 0.999), mientras
que evaluador 1 - 2 conformaron clados independientes, pero no estadisti-
camente diferentes (p > 0.85) (Figura 6B2). La exactitud mejord considerable-
mente y fue casi perfecta entre evaluadores (8 = 0.98 - 1.01). Las principales
inconsistencias de evaluaciones fue subestimacién en clases 4 - 6 (Figura 6B1,

6B2 y Cuadro 4). La precisién también incrementd notablemente a nivel muy
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Figura 6. A1y B1. Escala logaritmica-diagramdtica de 7 y 8 clases para evaluacion de severidad de cenicilla en foliolos de frijol ayocote
(P. coccineus), durante el proceso de validacion de 30 hojas en campo por cuatro evaluadores seleccionados. A2 y B2. Heatmap del
coeficiente de correlacién Spearman (rho) entre nueve evaluadores por escala de severidad. Los valores de tho = 0.8 - 1 indican el
nivel de reproducibilidad de cada escala entre evaluadores. A3 y B3. Heatmap de clase de severidad en 30 hojas evaluadas por escala
y evaluador. El color representa el valor de la clase asignada por el evaluador para cada hoja. Por evaluador y hojas se traza un Hierar-
chical cluster analysis agrupado por el método ‘complete’ y distancia Euclidiana.
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alto 0.98 - 0.99 en los cuatro evaluadores, evidenciando una mejora signifi-
cativa en el uso de 8-clases a nivel campo (Figura 6B2, Cuadro 4). La repro-
ducibilidad los niveles mas altos con respecto al real (r = 0.99) a pesar de la
subestimacion en las primeras clases (Figura 6B3, Cuadro 4). En general, el
indice Cohen de kappa fue el mejor de VEC y VCa alcanzado el grado de
acuerdo muy bueno (maxima categoria) en los cuatro evaluadores con respecto
al real (k = 0.85) validando la mejora en las métricas de exactitud, precision y
reproducibilidad con respecto a ELD-7c (Cuadro 4).

Analisis espacial-parcelario de la cenicilla. De acuerdo con el analisis geoes-
tadistico Kriging y variogramas omnidireccionales se seleccionaron los valores
maximos para captar la mayor inductividad epidémica de cenicilla y resto de
las variables en estudio. Se determino que el cultivo presentaba una heteroge-
neidad en vigor de planta (lag=4 y o*s= 470) (Figura 7D) esto se debio a que
hubo 4reas con ausencia de plantas. Por otro lado, la severidad de cenicilla
exhibio patrones de distribucion en focos agregados con una dependencia
espacial de aproximadamente cuatro cuadrantes para el foco principal y uno
a dos cuadrantes para focos discontinuos (lag= 3.5 y 6*s= 450) (Figura 7C).

El foco principal de mayor inductividad se observo en la orilla de la parcela.

Andlisis exploratorio de imagen con Dron Phantom 3 DJI®, proporciond
una estimacion del porcentaje de severidad de cenicilla, y se observo diferen-
cias con los resultados espaciales. De acuerdo al analisis de imagenes se estimo
un promedio de 14.4% de severidad de la cenicilla y una cobertura de vigor
de 0.92. En la zona donde no habia presencia de plantas (bloque 1, cuadrante
8) se determind un valor alto de severidad (99.4%) con baja cobertura foliar
(0.41), debido a que el programa de analisis determiné el color de suelo simi-
lar al color de la cenicilla (Figura 8), generando un valor superior de severidad
de la cenicilla en zonas sin plantas (99.4%) con las imdgenes tomadas por el
Dron. Contrario a lo mencionado, también se puede presentar subestimacion
de la severidad de cenicilla debido a su forma de distribucion en la planta (pre-
sencia en la parte media y baja). No obstante, este tipo de analisis puede tener
implicaciones favorables en otros patosistemas como virosis y tizon en frijol
para calculo de indice de vigor y uso como factor de correcciéon del indice de
dafo integrado (Gonzalez-Cruces et al., 2022).

En este estudio, se determino que el uso de imagenes tomadas con el Dron,

no puede ser efectivo para el patosistema cenicillarijol en referencia a la se-
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Figura 7. Analisis geoestadistico Kriging y semivariogramas del patosistema del frijol: A) Poblaciones de frailecillos (Macrodactylus sp.),
B) Daio en flor, C) Severidad de cenicilla y D) Vigor de planta del frijol ayocote. Para el analisis de frailecillos se obtuvo la
suma de los tres subcuadrantes analizados por cuadrante. Para el analisis de dafio de flor, severidad de cenicilla y vigor de
planta se consider¢ el valor maximo de los tres subcuadrantes de cada cuadrante. Semivariogramas omnidireccionales por
método esférico. Eje X= Lag de distancia en cuadrantes y Y= la varianza (¢?).
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Figura 8. Estimacion de severidad de cenicilla y cobertura de vigor asistido por imégenes aéreas digitales RGB capturadas con dron

Phantom 3 DJI® a 27 m de altura. Eje X=bloques 1-5, Y=cuadrantes 8-10.

veridad; no obstante, puede proporcionarnos datos con respecto a incidencia
de la misma. Con relaciéon a dafio de flor, se obtuvo una distribucién aleatoria
entre rangos de daino de 0 a 50% de acuerdo a la escala aritmética de evalua-
cion de 5-clases aplicada en campo (lag= 1.5 y 6%s=250) (Figura 3B). En el caso
del ntimero de frailecillos, se observé una distribucién de focos aleatorios
con efecto de bordo principalmente entre los bloques 6-8 y a lo largo de los
10 cuadrantes (Figura 3A). Por otro lado, se observd que en el area donde
se presentd mayor porcentaje de vigor de planta (entre 50-75%), también se
presentd mayor porcentaje de severidad de cenicilla (Figura 3C-D) principal-
mente en el estrato bajo y medio de las plantas. Esta relacion puede deberse

al tipo de vida parasitario biotréfico de la cenicilla (Hiickelhoven y Panstruga,
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2011) y su forma de distribucion en la planta que puede estar relacionado con
la inhibicion de germinacién de los conidios por la luz directa solar, tempera-
tura y humedad en la parte superior de la planta (Craig y Weyne, 2012) gene-
rando un microclima propicio en el dosel medio y bajo del cultivo, fenémeno

observado en campo.

El sistema epidemiologico se expresd en la integracion de diferentes sub-
sistemas (suelo arcilloso, alta humedad, presencia de otras plagas y enferme-
dades, etc.) en el area donde se observd mayor severidad y en consecuencia
puede ser una fuente de indculo primario para el cultivo de frijol (etapa ve-
getativa) aledafio a esta parcela de investigacion. Por otro lado, de acuerdo a
la Figura 3, no presentd una relacion con respecto al nimero de frailecillos y
el daio de flor; sin embargo, estos insectos eventualmente pueden dafiar las
flores, ya que durante la evaluacién en campo se observaron principalmente
en las inflorescencias. Se ha reportado que Macrodactylus sp. en etapas adultas
pueden alimentarse de flores, frutos, granos de polen y secreciones de savia
dulce de diversos cultivos como maiz y frijol (Aragén et al., 2021). La relacion
dafio de flor y numero de frailecillos con respecto a la severidad de cenicilla,
no se encontré una dependencia espacial entre estas variables estudiadas (Fi-
gura 3A-C) esto puede deberse a que solo se realizd una evaluacién, por lo
que se sugiere realizar mas evaluaciones en el tiempo y espacio para confirmar

dicho fendomeno observado.

CONCLUSIONES

Los estudios realizados en la identificacion de putativos a virosis y fitoplas-
mas de las muestras analizadas, no se detect6 la presencia de Potyvirus, Begomo-

virus o fitoplasmas en este estudio.

De acuerdo al analisis geoestadistico realizado, se observd que la cenicilla
presentd una dispersion de forma agregada durante la evaluacion (etapa de
floracion) del cultivo de frijol de ayocote. En referencia a la propuesta de
escalas evaluadas, se determino que la escala de 7 clases (en las dos versiones)
se obtuvo mayor exactitud (1.07 y 1.08) y precision (0.93 - 0.94) durante las
dos evaluaciones. A nivel campo, la escala de 8 clases presentd un desempeno
mejor en las evaluaciones. Sin embargo, es importante considerar que los

resultados no son muy diferentes a la escala de 7 clases evaluada en campo.
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Por lo que se podria definir que ambas escalas pueden ser utilizadas en evalua-
ciones de campo.
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Resumen

El objetivo del presente estudio fue seleccionar cepas bacterianas de la rizosfe-
ra del cultivo de frijol y determinar su potencial para el control de Sclerotium
rolfsii bajo condiciones in vitro e in planta. Se recolectaron muestras de suelo en
los municipios de Ahome, Guasave y Angostura, Sinaloa, México, durante el
ciclo agricola 2018-2019. Los aislados se evaluaron bajo condiciones in vitro y
se seleccionaron los mejores para la evaluacion in planta e identificacion mole-
cular (tres aislados) con base a la region 16S del ADN ribosomal. Se evaluaron
65 aislados bacterianos in vitro contra S. rolfsii con un porcentaje de inhibicion
de 2.5 a 65%. Acinetobacter pittii (COHUIQ6), Pseudomonas putida (SANMIO2)
y Burkholderia sp. (GLS06) inhibieron 55, 60 y 65% bajo condiciones in wvitro;
ademds resultaron no hemoliticas. Solo Burkholderia sp. ejercié mayor por-
centaje de inhibicion in planta para el control de S. rolfsii, con reduccion de
incidencia y severidad de la enfermedad en un 40 y 50% respectivamente, y
promovio el peso seco de la planta. A. pittii o P. putida no fueron eficientes
para el control del hongo in planta. Se sugiere hacer estudios con las bacterias
en invernadero y campo.

Palabras clave: antagonista, biocontrol, Phaseolus vulgaris
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Ei frijol (Phaseolus vulgaris) es uno de los principales cultivos en Sinaloa, Méxi-
co. Su produccién es afectada por diversos factores, entre los que destacan
las enfermedades fungosas como el tizon sureio Sclerotium rolfsii (teleomorfo
Athelia rolfsii), el cual causa pudricion de la raiz y tallo. S. rolfsii es un patdgeno
polifago reportado en zonas tropicales y subtropicales, asociado con pérdidas
econdmicas significativas (Gholami et al., 2019). Para el control de la enfer-
medad se utilizan tratamientos quimicos, pero se requieren esfuerzos para la
implementacién de estrategias amigables con el ambiente para el manejo de

la enfermedad.

Se han reportado microorganismos del suelo con potencial para el control
de S. rolfsii en algunos cultivos, pero los estudios realizados en el cultivo de
frijol son escasos. Volpiano et al. (2018) reportaron que el tratamiento con
Rhizobium spp. (SEMIA 439 y SEMIA 4088) reducen la incidencia en 18.3 y
14.5%. Sin embargo, se recomienda el uso de cepas nativas en el control bio-
logico del patégeno, porque exhiben tolerancia a las condiciones ambientales
locales y muestran un mayor potencial en el control de la enfermedad. Con
base en lo anterior, el objetivo del presente estudio fue seleccionar cepas bac-
terianas de la rizosfera del cultivo de frijol recolectadas en los Municipios de
Ahome, Guasave y Angostura, Sinaloa, México durante el ciclo agricola 2018-
2019 y determinar su potencial para el control de Sclerotium rolfsii.

Aislamiento bacteriano. Se realizaron muestreos dirigidos a cultivos de frijol,
en etapa vegetativa, en tres municipios de Sinaloa. Se recolectaron muestras
de suelos de la rizosfera de plantas asintomaticas, se incluyeron cuatro locali-
dades (con 10 lotes cada una) en cada uno de los municipios (Ahome, Gua-
save y Angostura), con un total de 12 muestras compuestas. En el laboratorio
se mezclaron 5 g de muestra de suelo en 50 mL de solucion salina estéril al
0.85% para realizar diluciones seriales hasta 10% enseguida 100 pL de las
dos ultimas diluciones se distribuyeron por triplicado en cajas Petri con agar
nutritivo (AN, BD Bioxon®), las cajas se incubaron a 25 °C durante 24 h. Las

colonias se purificaron, con base en su color y forma, y se conservaron a -70
°C en glicerol al 15%.

Aislamiento e identificacion de S. rolfsii. Los aislados de S. rolfsii se obtuvie-
ron a partir de esclerocios presentes en plantas de frijol en campos agricolas

del Municipio de Ahome, Sinaloa, los cuales se desinfestaron, sembraron y
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purificaron en medio PDA. La confirmacion de la patogenicidad del aislado
de S. rolfsii utilizado en este estudio, se evidencio a través de la inoculacion
en semillas de frijol, la corroboracién de sintomas a los 13 dias después de la
inoculacién y el re-aislamiento del hongo, bajo condiciones de invernadero.
La identificacion preliminar del patégeno se efectud mediante estudios mor-
fologicos de las hifas, colonias miceliales y esclerocios (Nandi et al., 2017).
La identidad se confirm¢é mediante la amplificacion y secuenciacion de un
fragmento de la region ribososomal, con los oligonucledtidos 1TS4/1TS5
(5 TCCTCCGCTTATTGATATGC3 y 5-GGAAGTAAAAGTCGTAA-
CAAGG:-3’) que amplifican ~ 587 pb (White et al., 1990).

Prueba de antagonismo de bacterias contra S. rolfsii. La evaluacion del anta-
gonismo in vitro de las bacterias en estudio se realiz6 mediante la técnica de
cultivo dual en cajas Petri con PDA (YanezMendizabal et al., 2011), como
testigo se utilizaron cajas Petri con PDA solo con S. rolfsii. Las cajas se incu-
baron a 25 °C hasta que el crecimiento del micelio en el testigo alcanzo 4 cm
de diametro. Se calculo el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
(PIRG) de acuerdo a los procedimientos descritos por Kumar et al. (2011),
con la formula PIRG = (R1-R2 / R1) multiplicado por 100, donde R1 es el
crecimiento radial del patogeno y R2 es el crecimiento radial del patogeno

que interactia con las bacterias.

Pruebas de hemdlisis. Se realizaron pruebas de hemolisis (Forbes et al., 2002)
a los aislamientos bacterianos que mostraron porcentajes de inhibicién mayor
a 40%. Se utilizaron cajas de medio de cultivo agar-sangre a las cuales se les
realizaron perforaciones de 0.5 cm de diametro. Los aislados bacterianos se
cultivaron en 5 mL de medio Luria Bertani (LB) a 30 °C y 250 rpm durante
24 h. De cada aislado bacteriano se centrifugé 1 mL a 13,000 rpm por 5 minu-
tos, se tomaron 100 pL del sobrenadante y se colocaron en las perforaciones
de las cajas de agarsangre. Las cajas se incubaron por 24 h a 37 °C. Los criterios
de la prueba de hemolisis fueron los siguientes: hemolisis alfa (a-hemolisis) o
hemolisis parcial cuando se presenta un halo con obscurecimiento verde en
el medio de cultivo; hemolisis beta (B-hemolisis) o hemolisis total cuando de
observa un halo claro del medio de cultivo por el efecto de lisis total de los eri-
trocitos, y hemolisis gama (y-hemolisis) o no hemolitico si el medio de cultivo

no presenta ningtin tipo de aclaramiento (Forbes et al., 2002).
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Evaluacion de bacterias antagonistas in planta. Para esta evaluacion se selec-
cionaron los tres aislados con mayor porcentaje de inhibicion, no hemoliti-
cos. Se colocod un disco de 0.5 cm de PDA con crecimiento activo del hongo
en macetas con vermiculita/arena (1:1, v/v) estéril, sobre éste se sembro la
semilla de frijol previamente desinfestada con NaClO al 0.5%. A cada semilla
en el sustrato se le agregd 1 mL de suspension bacteriana (COHUI 06, SAN-
MI 02 o GLS 06) en medio LB, incubada durante 24 h (Densidad optica a
595 nm = 1.0). Las semillas testigo se trataron con 1 mL de medio LB sin bac-
teria. Se utilizaron 10 plantas por tratamiento, se distribuyeron en un arreglo

completamente al azar y se mantuvieron en condiciones controladas (8 h de

luz/16 h de oscuridad, 25 °C) durante 13 dias.

La efectividad biologica de los tratamientos en el control de la enfermedad
se determin¢ con base en la incidencia (niimero de plantas con sintomas entre
el total de plantas evaluadas en cada tratamiento por 100) (Cuadro 2). Tam-
bién se evaluo el indice de severidad con la escala de 0 a 4 (Moreno y Acevedo,
2002), donde: 0 = sin dafos; 1= 1-25% de hojas amarillas y marchitamiento
inicial del tallo; 2= 26-50% de hojas amarillentas y comienzo de la muerte
del tallo; 3= 51-75% de hojas necréticas amarillentas y muerte progresiva de
tallos y 4= 76-100% de tejido necrotico, micelio en crecimiento y esclerocios.
Ademas, se registraron las variables altura de planta, peso fresco y seco, tanto
de la raiz, como de la parte aérea (datos no mostrados). Los datos se sometie-
ron a la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y se recurrio a las pruebas no
paramétricas Kruskal-Wallis y Mann-Whitney con un valor de p<0.05.

Identificacion molecular. Los aislados de bacterias con mayor porcentaje de
inhibicion se identificaron molecularmente, se partio de ADN gendmico ex-
traido con DNAzol® (Invitrogen, Cat. No. 10503-027), que se utilizd como
templado para amplificar un fragmento de ~1400 pb de la region 16S rADN
por PCR, con los oligos F,C/C (5"-AGA GTT TGA TCA TGG CTC3" y
5-ACG GGC GGT GTG TAC-3") (Shi et al., 1997). Los productos de PCR
se visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% (p/v). Después
se realizo la purificacion de los productos de PCR, con el kit QIAquick® PCR
Purification kit (QIAGEN, Cat. No. 28104), los productos purificados se se-
cuenciaron en ambas direcciones. Las secuencias obtenidas se compararon
con el banco de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBI; http://www.ncbi.gov), en la plataforma BLASTn para determinar la
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similitud de las secuencias obtenidas con los organismos que mostraran una
identidad mayor al 90%. El 4rbol filogenético se construyé en el programa
MEGA X (Kumar et al., 2018) con el método neighbor-joining (Saitou y Nei,
1987) y el modelo de sustitucion de dos parametros (Kimura, 1980). La solidez
de la topologia se evalué mediante la prueba de bootstrap con 1000 réplicas.
Se aislaron un total de 65 bacterias de la rizosfera del cultivo de frijol, con un
porcentaje de inhibicion in vitro contra S. rolfsii que oscild de 2.5 hasta 65%

(Cuadro 1). Solo 14 aislados mostraron un porcentaje de inhibicion superior

Cuadro 1. Inhibicion del crecimiento micelial del Sclerotium rolfsii (in vitro) con aislados bacterianos de la rizésfera del cultivo de frijol,

colectados de los Municipios de Ahome, Guasave y Angostura, Sinaloa, México.

Aislado Municipio Inhibicion (%) Hemolisis Aislado Inhibicién (%) Municipio Hemolisis
ALHUO3 Angostura 40 B GSI 03 1.5 Guasave
ALHUO4 Angostura 22.5 GSI104 12.5 Guasave
ALHUO5 Angostura 17.5 JJRO1 15 Guasave
ALHUO06 Angostura 25 JJRO3 20 Guasave
ALHUO07 Angostura 20 JJRO4 7.5 Guasave
CAMAO1L Ahome 12.5 JJRO5 15 Guasave
CAMAO02 Ahome 17.5 JJRO6 20 Guasave
CAMAO3 Ahome 7.5 JJRO7 10 Guasave
CAMA04 Ahome 12.5 JJR71 15 Guasave
COHUIO02 Ahome 2.5 MS01 215 Angostura
COHUIO03 Ahome 15 MSO03 17.5 Angostura
COHUI04 Ahome 20 MS04 25 Angostura
COHUI41 Ahome 32.5 MS05 45 Angostura B
COHUIO6 Ahome 55 Y OLLEO2 17.5 Angostura
COHUIO5 Ahome 7.5 OLLE71 62.5 Angostura B
COHUIO7 Ahome 22.5 OLLE72 40 Angostura B
COHUIO8 Ahome 17.5 OLLE74 52.5 Angostura B
COHUIO9 Ahome 47.5 Y PALMO1 23.5 Angostura
EBO3 Guasave 25 PALMO2 17.5 Angostura
EB11 Guasave 215 SANMIO1L 45 Angostura
EB12 Guasave 12.5 SANMIO2 60 Angostura Y
EBANOL1 Angostura 22.5 SANMIO3 5 Angostura
EBANO2 Angostura 22.5 SANMIO5 30 Angostura
EBANO04 Angostura 5 SANMIO6 50 Angostura Y
GLS01 Guasave 25 SANMIO7 1.5 Angostura
GLS02 Guasave 5 7101 21.5 Ahome
GLS03 Guasave 17.5 7102 25 Ahome
GLS04 Guasave 22.5 7103 40 Ahome B
GLS05 Guasave 42.5 a 71 04 12.5 Ahome
GLS06 Guasave 65 Y 7109 7.5 Ahome
GLS07 Guasave 25 7105 12.5 Ahome
GSI01 Guasave 15 7106 45 Ahome Y
GSI02 Guasave 32.5

B = hemolisis total, & = hemdlisis parcial, y = no hemolitica.
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a 40%. En las pruebas de hemolisis (Forbes et al., 2002), seis presentaron he-

molisis total (B), dos hemolisis parcial (a) y seis resultaron no hemoliticas (y)

(Cuadro 1).

Los tres aislados, no hemoliticos, con mejor porcentaje de inhibicion in
planta, correspondieron a Acinetobacter pittii (COHUIO6), Pseudomonas putida
(SANMIOQ2) y Burkholderia sp. (GLS06) (Figura 1). Para la evaluacién in planta,
las plantas originadas de las semillas tratadas con Burkholderia sp. mostraron
incidencia y severidad de 40 y 50%, respectivamente (Cuadro 2), mientras
que las plantas donde se utilizaron P. putida y A. pittii, aun cuando mostraron
inhibicion del crecimiento in vitro, éstas no ejercieron control de la enferme-
dad bajo condiciones de invernadero, pues los indices de severidad fueron
similares a los de las plantas testigo inoculadas sélo con el patégeno (Cuadro
2). Esto sugiere que los resultados de los efectos de antagonismo observados in
vitro no siempre correlacionan con los resultados observados in planta, como
ocurre con Pseudomonas fluorescentes contra Gaeumannomyces graminis var. tri-

tici, donde se observé efecto in witro, pero su eficacia in vivo no se manifestod

(Elsherif y Grossmann, 1994).

Figura 1. Relacion filogenética de los aislados COHUI 06, SANMI 02 y GLS 06 basada en la se-
cuencia del gen 16S rARN y comparada con secuencias de la base de datos de GenBank en

NCBIL
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Cuadro 2. Efecto de las cepas bacterianas en la incidencia y severidad del tizon surefio (S. rolfsii) en plantas
de frijol bajo condiciones de invernadero.

Tratamiento Incidencia Severidad
(%) Escala 0-4 (%) Mediana Rango
CTRL 0 0.0 (0) 0.0 22.5a°
COHUI 06 0 0.0 (0) 0.0 22.5a
COHUI 06+SR 100 3.6 (90) 100 62.3bc
GLS 06 0 0.0 (0) 0.0 22.5a
GLS 06+SR 60 1.7 (43) 37.5 42.7ab
SANMI 02 0 0.0 (0) 0.0 22.5a
SANMI 02+SR 100 4.0 (100) 100 65.5¢
SR 100 3.7(93) 100 63.5¢

“Letras diferentes, por columnas, indican diferencias significativas (p<0.05), n = 10. CTRL (sin bacteria, sin
S. rolfsii), COHUI 06 (solo bacteria COHUI 06), COHUI 06 + Sr (bacteria COHUI 06 + S. rolfsii), GLS
06 (solo bacteria GLS 06), GLS 06 + Sr (bacteria GLS 06 + S. rolfsii), SANMI 02 (solo bacteria SANMI 02),
SANMI 02 + Sr (bacteria SANMI 02 + S. rolfsii) y Sr (solo S. rolfsii).

El potencial de los microorganismos para producir compuestos antimicro-
bianos in vitro varia con respecto a lo que ocurre in situ; esto debido a que la
disponibilidad de nutrientes para las bacterias es mayor en el medio artificial
que en la rizosfera (Kohl et al., 2019). Por lo que los metabolitos producidos
in vitro pueden no expresarse in situ o tienen una funcion menor (Hennessy et
al., 2017). Ademis, los experimentos de antagonismo in vitro sin ningin con-
tacto con la planta excluyen otros modos de accion bacteriana, por ejemplo, la
capacidad de inducir resistencia sistémica (Kohl et al., 2019) por lo que no se
descarta la posibilidad de que los aislados que no mostraron antagonismo in
vitro puedan inducir otros mecanismos de accion contra S. rolfsii en la planta.
Tanto especies del género Pseudomonas como de Acinetobacter se han propues-
to como promotoras del crecimiento vegetal por la capacidad para solubilizar
fosfato, producir 4cido indol acético, fijar nitrégeno y producir sideroforos
(Daur et al., 2018; Qessaoui et al., 2019). A. pittii JD-14 es eficaz para aumen-
tar el crecimiento, y el peso fresco y seco en alfalfa (Daur et al., 2018), la cepa
evaluada en el presente estudio promovié aumento del peso seco de la raiz
(dato no mostrado). En el caso de P. putida no mostrd promocion de creci-

miento en la variedad de frijol evaluada (dato no mostrado).
Especies de Acinetobacter se han reportado como antagonistas de patdgenos

de hongos. Acinetobacter sp. (5H2) y A. lwoffii (A5) inhibieron 69.4 y 62.7%

respectivamente, el crecimiento in vitro de Corynespora cassiicola y redujeron
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significativamente la severidad del patdgeno en Hibiscus sabdariffa (Patricio-
Hernandez et al., 2020). La especie A. pittii evaluada en esta investigacion no

fue eficiente para el control de S. rolfsii in planta.

El género Burkholderia, de taxonomia compleja, es uno de los dominantes
en la microbiota de la rizosfera. El grupo B. cepacia, incluye especies promo-
toras del crecimiento vegetal y agentes de control de fitopatogenos (Eberl y
Vandamme, 2016; Rojas-Rojas et al., 2019); en frijol se ha aislado y evaluado
B. contaminans UFLA02-27, esta cepa es capaz de solubilizar fosfato, fijar ni-
trogeno y presenta antagonismo a Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Da Silva
et al., 2012). Especies de este grupo tienen potencial biotecnolégico en la
agricultura porque producen una amplia variedad de enzimas hidroliticas y
compuestos bioactivos pero su uso es restringido por los riesgos que represen-

tan como patdgenos oportunistas en personas inmunocomprometidas (Eberl

y Vandamme, 2016; Rojas-Rojas et al., 2019; Espinosa-Victoria et al., 2020).

Burkholderia sp. (cepa GLS06), la cual resultdé no hemolitica (Cuadro 1),
comparte alrededor del 95% de homologia con secuencias del gen 16S de
especies del grupo de B. cepacia (GenBank: MG571668.1, MH022722.1,
FJ907187.1); se ha reportado que la homologia del gen 16S de las especies
del grupo B. cepacia es alta (>97.5%) (Da Silva et al., 2012), nuestro analisis
limita al aislado GLS06 a nivel género; se requiere de analisis concatenado

con distintos marcadores para determinar la especie.

Burkholderia sp. (GLS06) aislada de muestras de rizésfera de frijol colectadas
en Guasave, Sinaloa, México, mostrd potencial en el control de la pudricion
surena del frijol causada por S. rolfsii, lo que justifica estudios futuros a nivel
invernadero y campo para determinar su potencial como agente de biocontrol
en un sistema de manejo integrado de la enfermedad, esto en estricto apego

a los criterios éticos relativos al cuidado de la salud humana y el ambiente.
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INTRODUCCION

El frijol (Phaseolus vulgaris) es la leguminosa mas importante en el mundo.
Esta especie fue domesticada en Latinoamérica es un cultivo importante en
México, ya que es una fuente importante de proteina y otros nutrientes para
la poblacion. En 2022, México produjo 2.2 millones de toneladas de frijol, lo

que lo convierte en el quinto productor mundial de este cultivo.

Las enfermedades son uno de los principales problemas en el cultivo de
frijol, ya que ocasionan reducciéon de rendimientos debido a su incidencia en
el area foliar disminuyendo la capacidad fotosintética, o en la raiz, causando
necrosis y taponamiento de haces vasculares, obstaculizando el transporte de
agua y nutrientes dentro de la misma, generando sintomas de amarillamien-
to y/o marchitez y en ocasiones la muerte inminente. Estas enfermedades
pueden estar asociadas a agentes fitopatdgenos como microorganismos fingi-
cos, procariontes agentes infecciosos acelulares, y animales. En este contexto,
las enfermedades del frijol pueden reducir los rendimientos de los cultivos y
causar pérdidas econdmicas significativas de hasta el 100%causando pérdidas

economicas significativas.
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Los patodgenos y las plantas de frijol han evolucionado juntos durante mi-
les de anos. Este proceso, conocido como coevolucién, ha dado lugar a una
relacion compleja en la que los patdgenos se han adaptado a las plantas de

frijol y viceversa.

La evidencia de coevolucion en los patosistemas del frijol se basa en una

variedad de factores, que incluyen:

. Diferencias morfoldgicas: Las plantas de frijol de los dos centros de
domesticacion, Mesoamérica y la Zona de los Andes, presentan diferencias
morfologicas significativas. Estas diferencias incluyen el color y el tamafo del
grano, los habitos de crecimiento de la planta, la forma de las hojas y la forma
y el tamafio de las vainas.

. Diferencias genéticas: Las plantas de frijol de los dos centros de do-
mesticacion también presentan diferencias genéticas significativas. Estas dife-
rencias incluyen el tipo de proteina en las semillas, las respuestas serologicas,
el andlisis de isoenzimas y los patrones polimérficos de bandas utilizando téc-

nicas moleculares.

La comprension de la coevolucion puede ayudar a los fitomejoradores a
desarrollar variedades de frijol mas resistentes a los patdgenos. El uso de va-
riedades resistentes es la medida mas efectiva para controlar las enfermedades

de las plantas.

El efecto multivariado edafoclimdtico puede determinar las caracteristicas
epidémicas de las enfermedades, como el efecto de estrés generada por sequia
o aplicacion excesiva de insumos agroquimicos, por ello es imprescindible el
estudio de rendimiento de genotipos/variedades en diferentes densidades de
siembra, para evaluar su adaptabilidad. Asi como el desarrollo de cruzamien-

tos para desarrollar resistencia o tolerancia a fitopatdgenos.
Generalidades y bases de la resistencia

En un marco de estudio de mejoramiento genético debemos comprender
y concebir ciertas bases tedricas para racionalizar las interacciones del genoti-

po con el patdgeno. Por ello se explicard breve y claramente los dos tipos de

resistencia vegetal.
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La resistencia vertical se caracteriza por ser una resistencia cualitativa en
el sentido de que, sin valores intermedios, esta presente o ausente. Para que
haya resistencia vertical, debe haber genes simples de resistencia en las plantas
y también genes simples de habilidad parasitica en el patdgeno. Este es una
interaccion muy importante conocido como relacién gene a gene, y es el ca-

racter definitorio de la resistencia vertical (Flor, 1940).

Ahora se sabe que esta relacion gene a gene evolucion de las plantas como
un sistema de salvaguarda. Cada gene de resistencia en el hospedante corres-
ponde a un perno de su cerradura, mientras que cada gene de parasitismo en
el patdgeno corresponderia a una muesca de su llave. Una planta pude tener
varios de estos genes de resistencia o pernos, para colectivamente operar como
una cerradura bioquimica. Y un parasito individual puede poseer varios de
estos genes de parasitismo o muescas, para colectivamente operar como una
llave bioquimica. Cuando un parasito individual infecta a un hospedante in-
dividual su llave bioquimica ajusta o no con la cerradura. Si la llave ajusta, a

la infeccion se le llama acoplante y se le considera exitosa.

La resistencia horizontal, se caracteriza por no involucrar una relacién gene
a gene, la resistencia horizontal es heredada por varios genes (poligénica). Esto
equivale a expresar que la resistencia horizontal normalmente es cuantitativa
en su herencia y también en sus efectos, exhibiendo todos los grados de dife-
rencia entre un minimo y un maximo. La podemos concebir como la resisten-
cia que invariablemente permanece, después que la resistencia vertical ha sido
acoplada. Economicamente la resistencia horizontal es importante ya que esta
puede operar igualmente contra todas las razas de un patdgeno independien-

temente de las llaves bioquimicas que pueda poseer.
Uso de agroquimicos

Es apropiado examinar objetivamente cada molécula de agroquimicos. El
uso de estos productos tiene una ventaja avasalladora. Esta ventaja estriba en
que aun no somos capaces de producir suficiente alimento para alimentar a
cada persona del mundo. Este logro depende, incuestionablemente del uso de
agroquimicos. Si se prescindiera de ellos el objetivo de la alimentacion mun-
dial no podria lograrse. Se requeririan cientos de afios para sustituir el uso de
agroquimicos y probablemente varias décadas mas para alcanzar su méximo

reemplazo por la resistencia horizontal. Por ello es imprescindible el esfuerzo
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y dedicacion de los mejoradores en un marco de manejo integrado de cultivo.
Centrando esfuerzos en amalgamar técnicas de mejoramiento con el uso de
agroquimicos para el manejo de factores bidticos (enfermedades) y abidticos

(condiciones edafoclimaticas).

El correcto accionar bajo el principio de prevencion, debe ser usado con to-
dos los elementos a nuestro alcance. El Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) mediante equipos de investigacion
interdisciplinarios trabaja para desarrollar nuevas variedades de frijol resisten-
tes y tolerantes a las multiples problemas abioticos y bidticos. Estas nuevas
variedades se evaluan en diferentes localidades y estados con caracteristicas
edafoclimaticas diferentes para posteriormente ser liberadas como nuevos ma-

teriales con el visto bueno del Comité Calificador de Variedades de Plantas

(CCVD).
Principales problemas fitosanitarios en zona tropical himeda

Aun cuando se ha considerado que en algunas localidades se presentan
factores bioticos y abidticos especificas, en este capitulo se describen las que se
consideran mds importantes del frijol presentes en el tropico humedo. Se des-
criben las caracteristicas importantes, condiciones edafoclimaticas favorables,
sintomas, ciclo de vida y casos practicos para su manejo. La problematica fito-
sanitaria del frijol se encuadra en dos grandes grupos: enfermedades foliares y

enfermedades de raiz o pudricion del tallo (Figura 1)

Figura 1. Enfermedades del frijol segtin el tejido vegetal en el que inciden.
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1. Las enfermedades foliares:

Roya (Uromyces appendiculatus)

Mancha angular (Phaeoisariopsis griseola)
Antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum)

Mustia hilachosa (Thanatephorus cucumeris)

2. Tizones bacterianos:
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

Pseudomonas syringae

3. Enfermedades virales:

Virus Mosaico Amarillo Dorado del Frijol (BGYMV)

Virus del Mosaico Comun del Frijol (BCMV)

Virus del Mosaico Comun Necrético del Frijol (BCMNYV)
4. Enfermedades de raiz:

Pudricion de raiz (Fusarium spp.)

Pudricion de raiz y tallo (Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii)
Pudriciéon carbonosa (Macrophomina phaseolina).

Damping off en plantulas (Pythium spp. y Phytophthora spp.)
Todos y cada uno de estos patdgenos se presentan en etapas fenologicas
especificas, dadas las caracteristicas fenotipicas del frijol. A continuacién, se

esquematiza cada patogeno relacionado con la etapa fenologica en la que se
incide (Figura 2).

Figura 2. Patégenos incidentes relacionados con la etapa fenoldgica del frijol.
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Las enfermedades foliares son las que causan mayores pérdidas en el culti-

vo del frijol. Las mas importantes son las siguientes:
Enfermedades foliares
Roya

El hongo Uromyces appendiculatus var. typica causante de la roya del frijol, es un
patogeno que ha mostrado extensa variabilidad genética en las dreas produc-
toras de frijol (Stavely et al., 1989) y constituye uno de los factores limitantes

en el cultivo de frijol en diversas regiones de México.
Agente causal. Uromyces appendiculatus var. typica

Condiciones climaticas favorables. La humedad relativa en el ambiente debe
ser superior a 90%y temperatura favorable d entre 15y 27°C. Los periodos de
lluvias prolongadas, como las que se presentan en la temporada de huracanes,
son especialmente favorables para la roya del frijol. En estos periodos, las
esporas del hongo pueden dispersarse facilmente y causar infecciones gene-

ralizadas.

Sintomas. Los sintomas de la roya del frijol se manifiestan como pequeiias
pustulas errumpentes circulares de color rojizo-marréon que se desarrollan

principalmente en hojas (Figura 3), pero también pueden aparecer en tallos,

Figura 3. Sintomas de Roya en frijol. Pustulas errumpentes de color rojizo en el haz de la planta.
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peciolos y vainas. Estas pustulas contienen esporas, que se dispersan por el
viento y la lluvia. Este patogenos es causante de dafos significativos a los culti-
vos de frijol. Las plantas infectadas pueden perder su capacidad fotosintética,

lo que provoca una reduccion del rendimiento hasta su muerte

Ciclo de la enfermedad. Uromyces appendiculatus completa todo su ciclo de
vida en el frijol (autoica) consta de varios estados de esporas: teliosporas, pic-
niosporas aesiosporas y uredosporas (Macrociclica) todas unicelulares. El esta-
do inicial es la teliospora, que es una espora de resistencia con pared celular
gruesa que puede sobrevivir durante el invierno en residuos de cosecha o en el
suelo. Cuando las condiciones climaticas son favorables, las teliosporas germi-
nan formando apresorio (anclaje) y haustorio (alimentaciéon)al contacto con el
tejido foliar de la planta y producen picnias que se desarrollan como pustulas
de color naranja, cada picnia produce picniosporas haploides que funcionan
como gametos masculinos e hifas receptivas gametos femeninos incompati-
bles entre ellos (Heterotalica). La fertilizacién ocurre cuando las picniospo-
ras y las hifas receptivas se fusionan en pares. El micelio resultante de dicha
fertilizacidn tiene caracteristicas dicarioticas. El micelio dicaridtico prolifera
en el envés y culmina en la superficie inferior de la misma como una aecia,
tipicamente formado directamente debajo de la picnia. Las aeciosporas dica-
rioticas se forman en cadenas dentro de la aecia y se diseminan por el viento
o por el hombre a las demas plantas. Las aeciosporas germinan y dan lugar
a la uredia conteniendo urediosporas infectivas asexuales. Cuando el cultivo
llega a su etapa fenoldgica final y las condiciones climaticas son desfavorables
las urediosporas se tranforman en teliosporas. El ciclo de infeccion se repite

N veces en todo el ciclo agricola (Figura 4).

Manejo. En mejoramiento genético, desde 1980 se han llevado a cabo eva-
luaciones de lineas avanzadas, pruebas preliminares y ensayos regionales de
rendimiento y como resultado se liberaron en 1981 las variedades “Negro Ve-
racruz”, tolerante a roya, y “Negro Huasteco-81”, resistente; y en 1991 se libero
la variedad “Negro Cotaxtla-91”, resistente. En 1990 se iniciaron trabajos de
evaluacion de fungicidas para el control de la roya en varias localidades. El
uso de fungicidas con variedades susceptibles como Jamapa, incrementé los
rendimientos en mas de 200 kg/ha. Los fungicidas que dieron los mejores
resultados fueron: Hexaconazole (0.5 | ha'), Maneb (3 kg ha') y Tebuconazole
(0.5 kg ha'). El costo de la aplicaciéon de fungicidas se pagd con un incremen-

to en el rendimiento de frijol de 75 kg ha'.
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Figura 4. Ciclo de la enfermedad de U. appendiculatus en frijol. A) Contacto de teliosporas con lamina
foliar por efecto del viento B) Picnia y picnosporas germinando en el haz C) Aecias presentes
en el envés y aeciosporas germinando D) Uredia con uredosporas E) Uredosporas germinan-
do y convirtiéndose en telias para crear estructuras de resistencia (teliosporas).

Mejoramiento genético. Como resultado de los trabajos de mejoramiento,
en 1981 se liber¢ la variedad Negro Veracruz, tolerante a la roya. Su promedio
de rendimiento fue de 1,517 kg ha'! en comparacion con 1,300 de la variedad
Jamapa, susceptible a la roya (Lopez y Vidal, 1981). La variedad Jamapa cuan-
do se libero en 1963 era tolerante a la roya, pero después de 20 anos de uso
se torno susceptible. En 1982 se libero la variedad Negro Huasteco-81 con
rendimiento promedio de 1440 kg/ha en comparacion con Jamapa de 950 kg
ha'y 970 de Negro Veracruz en 24 localidades durante 1980-1981 (Yoshii y
Rodriguez, 1982) la diferencia principal es la susceptibilidad al Virus del Mo-
saico Dorado del frijol (BGMV) de las variedades Jamapa y Negro Veracruz.
La variedad Negro Huasteco-81 era resistente a la roya, sin embargo, se ha
observado en los ultimos afios que ha pasado a ser tolerante. En 1991 se libero
la variedad Negro Cotaxtla-91, resistente a la roya (Lopez y Rodriguez, 1992).

Al comparar el rendimiento promedio obtenido en diferentes localidades y
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por varios afnos de las variedades liberadas Negro Veracruz, Negro Huaste-
co-81 y Negro Cotaxtla-91 con el de Jamapa, se encontré que la diferencia de
rendimiento es mayor en las variedades liberadas recientemente (Figura 5).
Lo anterior puede deberse a una mayor resistencia a la roya de las variedades
recién liberadas o a la pérdida de esta resistencia en Negro Veracruz y Negro
Huasteco 81.

Ciclo P-V 1990

Sin Con Sin Con Sin Con

Jampa NH-81 NC-91

mE| Palmar mLimonar

Figura 5. Respuesta varietal de Frijol en diferentes ubicaciones y diferencias en tratamiento con cal en ciclo Primavera-Verano 1990.

Manejo quimico y efectos en rendimiento. En el ciclo Primavera-Verano
1990, solo hubo diferencias altamente significativas entre tratamientos para
reaccion a la roya. La variedad Jamapa sin proteccion quimica, resultd con el
valor mas alto mientras que con proteccién quimica resulté mas bajo junto
con Negro Huasteco-81 y Negro Cotaxtla-91, pero éstos ultimos sin proteccion
quimica (Figura 5) Negro Huasteco-81 y Negro Cotaxtla-91 resultaron con los
valores m4s bajos. A pesar de que no hubo diferencia significativa entre trata-
mientos para el rendimiento, hubo diferencias numéricas con y sin la aplica-
cion de fungicidas de 27 a 183 kg ha'! en la variedad Negro Huasteco-81 y de
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215 a 296 en Jamapa (Figura 5). La diferencia entre rendimiento de ambas lo-
calidades se debi¢ principalmente a las condiciones de humedad, que fueron
mejores en el Palmar, ya que en el Limonar se presentd sequia al momento de
llenado de grano. En el caso de la variedad Negro Cotaxtla-91 no es necesario

aplicar fungicidas ya que es resistente.

En el ciclo I-P 1991 se encontré en las dos localidades de prueba diferencias
significativas para la reaccion a roya. En ambas, Jamapa obtuvo los valores mas
altos con y sin proteccion quimica y las demds variedades resultaron similares
entre si bajo ambos tratamientos (Figura 6). En la localidad de El Palmar, la
incidencia de roya fue ligeramente mas alta que en Medellin de Bravo, en este
sitio la incidencia del patogeno fue baja debido a condiciones ambientales
prevalecientes durante el ciclo del cultivo de baja humedad relativa, menos de
80% y temperaturas menores de 15 o mayores de 30° centigrados. Sin embar-

go, las variedades presentaron diferentes reacciones a la roya. El rendimiento

Ciclo I-P 1991
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Figura 6. Respuesta varietal de frijol en diferentes ubicaciones, diferencias en tratamiento con cal en ciclo y su efecto en rendimiento.
Ciclo Invierno-Primavera 1991.
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solo mostro diferencias significativas en la localidad de Medellin de Bravo. La
variedad Jamapa bajo ambos tratamientos obtuvo los mas bajos rendimientos,
mientras que los mas altos los obtuvo Negro Cotaxtla-91 (Figura 6). Estos re-
sultados concuerdan con lo obtenido por Lépez y Rodriguez (1992), quienes
encontraron que la variedad Negro Cotaxtla- 91 es mas resistente y rinde mas
que Jamapa y Negro Huasteco-81.

Los resultados obtenidos de la evaluacion de cinco fungicidas en el ciclo
[-P 199192 con la variedad Jamapa, mostraron diferencias significativas para
el rendimiento (Figura 7). Los valores mads altos para ambas caracteristicas se
obtuvieron con el fungicida Hexaconazole. Los productos que le siguieron
en producciéon fueron Maneb y Tebuconazole, el mas bajo rendimiento se
obtuvo con el azufre liquido. Este y el Hidroxido cuprico resultaron similares

al testigo.
Mancha angular

Agente causal. Phaeoisariopsis griseola

Condiciones climaticas favorables. La temperatura favorable para este pato-

Manejo quimico

Hexaconazole Maneb Tebuconazole H. Cuprico Testigo Azufre

Figura 7. Rendimiento promedio varietal con tratamientos de diferentes fungicidas.
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geno es de 16 a 28 °C, con humedad relativa mayor a 95% y dias soleados.
En general, la mancha angular del frijol es mas severa en climas templados y

hamedos.

Sintomas. Se caracteriza por la aparicién de manchas angulares necroticas
de aspecto seco color marron limitadas por las nervaduras, dichas manchas
tienden a coalescer y causar la necrosis total de la hoja. La esporulacion del

patdgeno se produce en el envés de la hoja. Este patdgeno puede causar pérdi-

das de mas del 40% (Figura 8) (Tosquy-Valle et al., 2013).

Figura 8. Hojas con manchas necrdticas coalescentes angulares rodeadas por halo clorético.

Ciclo de la enfermedad. El ciclo de la enfermedad depende del hospedante,

patogeno y la combinacion multivariable del ambiente, se puede completar
en 10 dias.

La infecciéon se produce por conidios o micelio que reconocen la lamina
foliar del frijol. El contacto con la hoja da como resultado una reaccion de
compatibilidad entre el patdgeno y la planta susceptible. El inoculo primario
puede llegar de la semilla, residuos de cosecha o suelo. En la testa de la semilla
se resguarda el micelio o conidios del hongo. Cuando emergen los cotiledo-

nes el hongo puede infectar por las heridas naturales.
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En las particulas de suelo puede haber presencia de carga de inoculo, y por
consecuencia del viento se pude iniciar la infeccion en el tejido foliar. Una vez
que el hongo ha infectado el tejido, el desarrollo de la enfermedad se produce
incluso en una atmosfera relativamente seca. En estas condiciones, se forman
estromas en las cavidades subestomaticas. El estroma queda entre el tejido de
la hoja después de la destruccion de las células huésped. Cuando las condicio-
nes ambientales se vuelven favorables, se produce un nuevo crecimiento del

hongo, emergen sinema y finalmente ocurre la esporulacion (Figura 9).

Figura 9. Ciclo de la enfermedad de Phaeoisariopsis griseola.

Manejo. En Veracruz, se considera que con el uso de variedades mejoradas
de mayor potencial de rendimiento que Negro Michigan y la aplicacion de
fungicidas para el control de mancha angular, es factible incrementar signifi-
cativamente la productividad del cultivo de frijol. Por lo anterior, los objetivos
del presente trabajo fueron: Determinar la reaccion a mancha angular, el ren-
dimiento y la rentabilidad de tres genotipos de frijol sin y con aplicacion del

fungicida mancozeb.
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Los factores en estudio fueron: a) Dos niveles del fungicida mancozeb: O
(testigo regional) y 1.5 kg ha'! de producto comercial, aplicado en una sola
ocasion, al presentarse los primeros sintomas de la enfermedad, cuando las

plantas de frijol se encontraban en la etapa de floracion.

b) Tres genotipos de frijol de grano negro: Negro Michigan (testigo regio-
nal) y las variedades mejoradas Negro Jamapa y Negro Comapa; esta ultima
de m4s reciente generacion por el Programa de Frijol del Campo Experimen-
tal Cotaxtla, del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP) (Lopez et al., 2010), las cuales fueron sembradas a una
densidad de 250 000 plantas ha'. La unidad experimental se conformo de seis
surcos de 10 m de longitud, separados a 0. 80 m de distancia, teniendo como

parcela util los cuatro surcos centrales completos

Para evaluar los efectos de los tratamientos fungicidas y la reaccion de los
genotipos a esta enfermedad se utilizé la escala de 1 a 9 del CIAT (1987), cu-
yos valores son: de 1 a 3= resistente, de 4 a 6= tolerante y de 7 a 9 susceptible

(Figura 10).

Se detectd efecto significativo en la reaccion a mancha angular y en el ren-
dimiento de grano, tanto en las dosis de aplicacion de mancozeb, como en los

Escala de mancha angular

Negro Comapa Negro jamapa Negro Michigan (TR)

Figura 10. Efectos de tratamiento con tres fungicidas en la incidencia de Phaeoisariopsis griseola.
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genotipos evaluados, pero no en la interaccion de ambos factores. Se mostrd
que con la aplicacion de 1.5 kg ha! de mancozeb, las plantas de frijol mostra-
ron menores danos de la enfermedad y se obtuvo un rendimiento promedio
mayor al 100%, al del tratamiento sin aplicacién de fungicida (Figura 11).
Estos resultados concuerdan con los de Gonzalez (1977), quien obtuvo un in-
cremento de 200% en el rendimiento de frijol con la aplicacion de mancozeb,
con respecto al testigo sin aplicacion, con lo cual se corrobora de que el uso
de fungicidas es un método efectivo para prevenir y controlar enfermedades

fungosas como la mancha angular (Pastor-Corrales, 1985)

Efecto en rendimiento
1800
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Sin aplicacion Con aplicacion

Figura 11. Efecto de la molécula mancozeb en el aumento del rendimiento por efecto de control de
Phaeoisariopsis griseola.

ANTRACNOSIS

Agente causal. Colletotrichum lindemuthianum.

Condiciones climaticas favorables. Las condiciones ¢ptimas para el desarro-
llo de Colletotrichum lindemuthianum son temperaturas de 25 a 30°C y hume-
dad relativa mayor al 80%.

Sintomas. Se caracteriza por la aparicion de manchas negras en las hojas, ta-

llos y vainas. Se expresan como lesiones hundidas en las hojas, los tallos y las
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vainas. Las lesiones pueden ser de color marrén, negro con hundimiento en
el centro. A medida que la enfermedad avanza, las lesiones pueden agrandarse

y fusionarse, causando que las hojas o frutos se marchiten y mueran se han

reportado pérdidas de 25-100% (Figura 12) (Becerra et al., 2021).

Figura 12. Mancas necroticas hundidas con halo color café en vainas de frijol, sintoma tipico de Colle-
totrichum lindemuthianum.

Ciclo de la enfermedad. El hongo sobrevive en el suelo o residuos de cosecha
en forma de micelio o conidios, los tejidos del hongo pueden sobrevivir varios
anos sin el hospedante. Este patdgeno no tiene fase sexual, sin embargo, la re-
combinacidn genética en esta especie se hace mediante un proceso de anasto-
mosis entre hifas y conidios mediante mutacién simple y heterocariosis. (Roca
et al., 2003). Las estructuras propagativas de C. lindemuthianum son conidios
que se originan de acérvulos caracterizadas por una seta larga. Los conidios se
dispersan por el viento o la lluvia a las plantas préximas. Cuando los conidios
aterrizan en una planta susceptible, germinan y comienza la infeccion. Cuan-
do las esporas aterrizan en una planta susceptible, germinan y producen mice-
lio. El micelio crece dentro de la planta y produce toxinas para lisis celular y
alimentacién del hongo. Los acérvulos se pueden ver en las hojas y vainas de
las plantas infectadas como lesiones necroticas. Las vainas infectadas abortan
y caen prematuramente, mientras que las que maduran producen semillas
infectadas con lesiones necroticas obscuras. El ciclo de vida de la antracnosis

se completa en aproximadamente 10 dias infectando hojas y vainas.
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Figura 13. Ciclo de vida de Colletotrichum lindemuthianum.

Manejo. En el 2015 se liber6 la variedad Verdin, la cual es tolerante a la sequia
terminal, y tiene alto potencial de rendimiento y amplia adaptacion en las
diferentes areas en que se produce frijol en los estados de Veracruz y Chiapas.
Otra cualidad que destaca en esta variedad es su tolerancia a la antracnosis,

que incide en las 4reas frijoleras de los estados de Veracruz y Chiapas.
Manejo de roya, mancha angular y antracnosis

En regiones con alta presion por enfermedades es importante el uso de va-
riedades resistentes, mientras que la disponibilidad de variedades que respon-
den eficientemente al uso de insumos permite que el cultivo de frijol en di-
versas condiciones edaficas, incluyendo siembra en suelos 4cidos. En areas del

tropico humedo, el cultivo d frijol lo realizan productores con poca superficie

En la ultima década los fitomejoradores han buscado incorporar resisten-
cia horizontal a enfermedades en el frijol, lo que contribuye a disminuir la
contaminacion del ambiente con agroquimicos y estabilizar los rendimientos

en los diversos sistemas de produccion. Se registro la reaccion de los genotipos
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a las enfermedades ocurridas en forma natural durante el ciclo otofo-invierno
1999-2000 (Figura 14). La reaccion de los genotipos a las enfermedades se
califico mediante una escala de 1-9 CIAT,1987, cuyos valores fueron:1 - 3 Re-
sistente, 4 - 6 Tolerante 7 - 9 Susceptible.
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Figura 14. Relacion genotipo patdgeno en el ciclo agricola Otofio- Invierno 1999-2000

En las localidades de Isla y Medellin de Bravo en el ciclo 1999-2000 se
sembro a finales de octubre debido a las fuertes lluvias ocurridas durante todo
el ciclo. En el caso de Isla ademas la precipitacion temperatura fresca y alta
humedad relativa fueron las condiciones ideales para la ocurrencia de antrac-
nosis, identificindose por medio de variedades diferenciales a las razas 9y 73
de Colletotrichum lindemuthianum. En el caso de la roya U. appendiculatus y la

mancha angular (Phaeoisaripsis griseola) no se identificaron razas patogénicas.

Los genotipos resistentes a roya fueron Negro 8025 y UCR 55y 11 resulta-
ron tolerantes en su reaccion. Se encontrd una correlacion intermedia signifi-
cativa entre el rendimiento y la severidad de la roya. La relacion mostrad por
la variedad Negro Jamapa, la méxima escala, es indicativa de la presion que
mostrod la enfermedad y de la alta susceptibilidad de la variedad. La antrac-

nosis y la mancha angular fueron las enfermedades de menor severidad y la

de mayor fue la roya. Las lineas Negro 8025, TLP-22 y UCR-55 sobresalieron
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por su alto rendimiento y resistencia a las diferentes enfermedades. En cuanto
a las variedades resistentes mostraron estabilidad de rendimiento y también

amplia adaptacion (Figura 15).
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Figura 15. Respuesta genotipica y su rendimiento.

Los genotipos que mostraron los rendimientos superiores fueron Negro
8025, TLP-22, ICTA JU-95-112, DOR-454 y Negro Medellin; ademas, resulta-

ron supriores a la variedad testigo Negro Jamapa

Las variedades se evaluaron en suelos acidos en dos experimentos, con apli-
cacién de cal y sin aplicacién. Los resultados fueron contundentes al elevarse
30% la produccion por la aplicacion de cal como mejorador de suelos y labor

cultural para prevencion de enfermedades (Figura 16).

Mustia hilachosa

Agente causal (Teleomorfo) Thanatephorus cucumeris
Condiciones climaticas favorables. Las condiciones ¢ptimas para el desarro-

llo de T. cucumeris son temperaturas del5 a 32 °C y humedades relativas ma-

yores a 75%.
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Tratamiento con cal
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Figura 16. Respuesta varietal en rendimiento y tratamiento con cal.

Sintomas. Este hongo produce toxinas degradadoras de celulosa y pectinas,
por ello el sintoma es la perforacién total de la lesién necrotica concéntrica

con halo marrén derivando en el sintoma tipico de este patdgeno (Figura 17).

Figura 17. Sintomas de Thanatephorus cucumeris, desprendimiento de tejido central de la hoja con mar-
gen necroético.
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Ciclo de la enfermedad El ciclo de la enfermedad depende del hospedante,
patdgeno y la combinacion multivariable del ambiente, se puede completar
en 10 dias. T cucumeris es el estado sexual de Rhizoctonia solani. Este hongoso
sobrevive entre ciclos productivos por medio de esclerocios y basidios en resi-
duos de cosecha como saprofito facultativo. Al tener las condiciones ¢ptimas
para su desarrollo los basidios germinan produciendo basidiosporas en donde
se realiza la recombinacion genética. Estas basidiosporas son dispersadas por
el viento y al tener contacto con hojas, vainas y tallos germinan y comienza la

infeccion.

Figura 18. Ciclo de la enfermedad de Thanatephorus cucumeris

Tizones bacterianos
Agentes causales. Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli y Pseudomonas syringae

pv phaseolicola
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Condiciones climaticas favorables. X. axonopodis pv. phaseoli y P. syringae pv
phaseolicola se desarrollan ¢ptimamente en temperaturas de 20 a 30°C, con

clima nublado y humedad relativa de mas del 80%.

Sintomas. Estas bacterias causan manchas amarillas o marrones con halo clo-
rotico de aspecto humedo en hojas y vainas. Pueden causar pérdidas de ren-

dimiento por decremento de area fotosintética de hasta el 70 % (Figura 19).

Figura 19. Sintoma de tizén foliar con halo clorotico. Se observa que la infeccion comenzd por estomas
o hidatodos.

Ciclo de la enfermedad. El ciclo de enfermedad causado por estas bacterias
tiene dos etapas: etapa epifitica y etapa endofitica. La etapa epifitica comienza
con la interaccion de quimiotropismo entre una célula bacteriana y la hoja o
tejido del frijol, comenzando una interaccién de adhesion de polisacaridos ve-
getales y philis de reconocimiento del procarionte. Después de la colonizacion
comienza la formacion del biofilm el cual brinda proteccion a la bacteria de

los cambios bruscos de temperatura y desecacion.

La fase endofitica se caracteriza por la entrada de bacterias al tejido vegetal
a través de lesiones o estomas y su eventual movimiento por todo el sistema
vascular. Las bacterias reaparecen en las superficies de las plantas una vez que
su poblacién alcanza el umbral, se produce la transmisidn a nuevos huéspedes

y se repite el ciclo de infeccion (Figura 20) (Nakayinga et al., 2021).
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Figura 20. Ciclo de infeccion del tizones bacterianos.

Virus mosaico amarillo dorado del frijol
Agente causal. Bean yellow golden mosaic virus y Bean golden mosaic virus

El virus del mosaico amarillo dorado del frijol (Bean yellow golden mosaic
virus) y el virus mosaico dorado del frijol (Bean golden mosaic virus) son virus
de ADN monocatenario cuyo genoma tiene dos componentes ambos de que
son necesarios para la infectividad de las plantas. Estas moléculas estdn empa-
quetadas en particulas geminadas. Los begomovirus estdn intimamente aso-
ciados a floema no son tan eficientemente transmitidos por semilla. Este virus
se replica en los nucleos de las células vegetales afectadas, provocando una
importante alteracién de los procesos fisioldgicos que normalmente provoca

importantes pérdidas de rendimiento y la muerte de las plantas.
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Sintomas. Los sintomas tipicos de estos virus son epinastia causada por un
crecimiento anormal de la zona abaxial de la hoja o enrollamiento hacia aba-
jo, ademas varios grados de malformacion y clorosis en patron de mosaico
(Figura 21 A), también deficiencia en desarrollo vegetativo (achaparramiento),
ligada al aborto de flores. Este virus se distribuye sistémicamente, por ello los

sintomas en vainas de plantas infectadas es el subdesarrollo.

Figura 21. A) Sintoma de mosaico en hojas B) Inclusion densa en el nucleo de células del floema.

Inclusiones. Amorfas como agregados de particulas virales y densas dentro
del nucleo de las células del floema. La mayoria de los Geminiviridae estudia-
dos inducen inclusiones virales nucleares en células del floema compuestas
por agregados de particulas virales (Figura 21 B).

Interaccidn virus-vector. La especie B. tabaci y B. argentifolii, son vectores per-
sistentes del BYGMYV ya que lo durante la ingesta de la savia floematica. Las
particulas virales atraviesan el estilete, moviéndose a través del tubo digestivo
hasta el intestino medio del insecto, posteriormente llegan a la hemolinfa y a
las glandulas salivales. Ahi el virus interactia con compuestos producidos por
bacterias presentes en el aparato digestivo, dandole la capacidad de persistir
largos periodos en el sistema digestivo del vector hasta que este se alimente de

otra planta y asi poder ser inoculados exitosamente en el floema (Figura 21).

Manejo. En el 2015 se liber6 la variedad Verdin, la cual es tolerante a la sequia
terminal, y tiene alto potencial de rendimiento y amplia adaptacion en las
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Figura 21. Interaccion virus vector

diferentes areas en que se produce frijol en los estados de Veracruz y Chiapas.
Otra cualidad que destaca en esta variedad es su tolerancia a la enfermedad
del virus del mosaico amarillo dorado del frijol, que inciden en las dreas frijo-

leras de los estados de Veracruz y Chiapas.

El uso de aceites minerales para el control de mosquita blanca y se ha dado
con frecuencia en varios cultivos principalmente en hortalizas (Simons et al.,
1977 y Zitter y Ozaki, 1978); generalmente, se requieren concentraciones de al
menos 2%, para obtener una buena eficiencia (Zitter y Simons, 1980). En tra-
bajos de invernadero, las aspersiones de aceite han dado resultados en contra
del Virus del Mosaico comun y virus del amarillamiento del frijol (Walkley y
Dance, 1979). Otro cultivo donde se ha probado el uso de aceites es el tabaco,
en contra del virus del jaspeado, usdndose concentraciones de 1,5y 2 % de
citrolina, ademas de los aceites de maiz, olivo, cartamo y soya, siendo mejor
el de citrolina al 2% (Martinez, 1986). Las aspersiones han sido efectivas en
contra de los siguientes vectores Myzus persicae, Brevicoryne brassicae, Aphis fa-
bae, A. gossypii, Macrosiphum euphorbiae, Rhopalosiphum maidis, Bemisia tabaci. El
aceite puede también interferir con la transmision de virus semipersistentes
por éfidos. (Zitter y Simons, 1980).
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Se establecieron dos experimentos, el primero el 20 de octubre de 1992, bajo

condiciones de humedad residual, usando los siguientes ingredientes activos:

1. Aceite citrolina 2%

2. Aceite citrolina 2% + Endosulfan

3. Aceite mineral Saf-t-Add 2%

4. Aceite mineral Saf-t-Add 2% + Endosulfan

5. Testigo sin aplicacion

Se encontré para rendimiento diferencias altamente significativas, los tra-
tamientos con los rendimientos mas altos fueron: Citrolina + Endosulfan, en
la variedad Negro Huasteco-81; Aceite Saf-t-Add + Endosulfan y Saf-t-Add solo
en la misma variedad. En la variedad Negro Cotaxtla-91 el mejor tratamiento
fue el de Aceite Saf-+Add + Endosulfan; todos los demds tratamientos fueron
iguales para esta variedad (Figura 22)

Ciclo O-1 92-93
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Figura 22. Efecto de combinacion de diferentes moléculas agroquimicas y el rendimiento en el ciclo agricola Otofio-Invierno 1992-

1993.

La baja cantidad de rendimiento estuvo influenciada, ademds de la viro-
sis, por una falta de humedad en las etapas de floracion y llenado de vainas,

aunado a la presencia de pudriciones radiculares causadas por los hongos
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Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani; aun con todo esto, los andlisis pudieron

detectar diferencias entre los tratamientos.

Paralelamente se realizd una evaluacion de incidencia con la siguiente escala:

1= sintomas ausentes e incidencia 0%

2= sintomas dudosos e incidencia 1-10%

3= sintomas débiles e incidencia 11-25%

4= sintomas moderados e incidencia 26-40
5= sintomas intermedios e incidencia 41-60%
6= sintomas generales e incidencia 61-75%
7= sintomas intensos e incidencia 76-90%

8= sintomas severos e incidencia 91-99%

9= muerte e incidencia de 100%

Ciclo O-1 92-93
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Figura 23. Efecto de combinacién de diferentes moléculas agroquimicas y la incidencia en el ciclo agricola Otoio-Invierno 1992-1993.

En la figura se observa el efecto del aceite Saf-t Add + Endosulfan, el cual

presenta los niveles mas bajos de incidencia.

En el segundo experimento, ciclo O-1 1993-94 Se encontraron diferencias
altamente significativas para la variedad, el producto y la interaccion con la
incidencia, (Figura 24); el aceite y el testigo presentan los valores mas altos, en

cambio el Endosulfan y el Imidacloprid combinando las dos formulaciones da
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el mas bajo, siendo los restantes intermedios; en el caso de rendimiento, no se
detectaron diferencias significativas para variedad y producto pero si para la
interaccion, siendo solamente significativas; aunque el analisis de medias no
mostro grupos, se puede observar diferencias de hasta 230 kg, entre la com-
binacion de Imidacloprid y el tratamiento de aceite y de 186 entre el mismo

tratamiento y el testigo (Figura 24).

Ciclo O-1 93-94

Imidacloprid 70 Imidacloprid Aceitet Endo  Endosulfan Imidacloprid 70 Testigo
Ws 3500 Sc +350

ENH-81 © N.Tacana

Figura 24.

Al desglosar el efecto del producto sobre la incidencia el analisis de medias
se detectd que la variedad Negro Tacana, independientemente del producto
aplicado, obtuvo las incidencias mas bajas; en tanto los mejores tratamientos
en la variedad Negro Huasteco-81 fueron la combinacion del Imidacloprid,
Endosulfan individual, combinado con aceite y las formulaciones del Imida-

cloprid individuales, el testigo y el aceite solo, tuvieron los valores mas altos

(Figura 25).
Virus mosaico comun del frijol Y Virus mosaico comun necrdtico del frijol
Agentes causales. Bean common mosaic virus y Bean common necrotic mosaic virus

Estos dos virus se separan en dos grupos con base a sus caracteristicas sero-

logicas y sintomas causados. Serogrupo A: Bean common mosaic necrotic virus.
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Figura 25.

Serogrupo B: Bean common mosaic virus. Ambos pertenecen al género Potyvi-
rus. Son los virus mads agresivos en el cultivo de Frijol, causando pérdidas de
hasta el 100% por el efecto de subdesarrollo vegetativo. Se caracterizan por

presentar inclusiones celulares fibrosas.

Sintomas. Los sintomas tipicos de ambos virus son: Epinastia, clorosis de tipo
mosaico con areas verdes obscuras aparentes a lo largo de las nervaduras, em-
bolsamiento arrugamiento reduccion de lamina foliar. Solo en las zonas del
tropico humedo se presenta el serotipo A el cual induce necrosis en los puntos
de crecimiento con secamiento descendente y en algunas hojas las nervaduras

son de café obscuro, asi como necrosis venal en la raiz (Figura 26 A).

Inclusiones. Inclusiones citoplasmaticas fibrosas tipicas de Potyvirus (Figura

26 B).

Transmision. Pueden transmitirse a través de semillas, polen, afidos y friccion
mecanica. La alta tasa de transmision de semillas es una de las principales ra-
zones de la dispersion mundial de BCMV y es el principal recurso viral en el
campo. BCMYV se limita a la cubierta de la semilla de variedades de frijol con
una tasa de transmision baja; sin embargo, puede invadir las semillas (embrio-

nes) de variedades de frijol con altas tasas de transmision.
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Figura 26. A) sintoma de necrosis causado por Bean common necrotic mosaic virus B) Inclusiones citoplas-
maticas fibrosas de tamaio pequefio.

Interaccion virus vector. Es transmitida por distintas especies de pulgones
como: Acyrtosiphon pisum, Aphis craccivora, Aphis fabae y Myzus persicae de forma
no persistente. Al alimentarse de las células infectadas, el estilete del 4fido se
impregna de citoplasma y es este citoplasma con particulas virales el que fun-

ge como inoculo primario se da la transmision por el estilete a plantas sanas

(Figura 27).

Figura 27. Ciclo de replicacion en la célula del hospedante y su interaccion con el vector.
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Manejo

Resistencia genética. El control de BCMV y BCMNV puede lograrse me-
diante programas de certificacién de semilla libre de enfermedades y el uso
de variedades resistentes. La forma mas econdmica de prevenir dafios es sem-
brar variedades con resistencia durable obtenida mediante la piramidaciéon
de genes, en la que se combina una resistencia de amplio espectro contra
patogrupos de BCMV y BCMNV. Este proceso de mejoramiento puede faci-
litarse mediante el uso de seleccion asistida por marcadores moleculares en
combinacién con la confrontacion directa de los virus. (Anaya-Lopez et al,
2015). Durante 2015 y 2016, Rubi, se evalué junto con dos testigos regionales
en un vivero de adaptacién en seis ambientes de Veracruz y Chiapas, para
determinar su respuesta productiva, bajo condiciones de temporal, humedad
residual, riego y sequia terminal. Rubi demostré tener mayor estabilidad del
rendimiento y adaptacion mas amplia que estos tres genotipos. Esta variedad
es resistente al BCMV por tener incorporado el gen dominante I y muestra
una baja incidencia de BGYMV en condiciones de campo. La variedad Rubi
es de ciclo precoz y su grano negro opaco, de tamaio pequeio, retne el tipo y
las caracteristicas del frijol que demandan los productores y consumidores de
los estados de Veracruz y Chiapas, México (Ibarra et al, 2022).

Enfermedades de raiz y pudricion del tallo

Las enfermedades de raiz y pudricion del tallo son menos frecuentes que
las enfermedades foliares, pero pueden causar pérdidas significativas. Las mas

importantes son las siguientes:

Pudriciéon de raiz

Agente causal. Fusarium spp.

Fusarium es un género de hongos filamentosos muy diverso y complejo. Este
grupo de patdgenos son cosmopolita y sobreviven como saprofito facultativo

en ausencia de su hospedante

Condiciones climaticas favorables. La temperatura que favorece la infeccion
va de 25 a 30°C y niveles altos de humedad en suelo.

Sintomas. Una vez iniciada la infeccion Fusarium spp. genera hifas de alimen-

tacion las cuales generan toxinas que ayudan a la lisis celular y facilitar la ex-
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Figura 28. Sintoma de taponamiento de haces vasculares causante de marchitez.

traccion de polisacaridos esenciales para el hongo. Por la naturaleza sistémica
de la infeccién el inoculo es movilizado a toda la planta, incluyendo vainas y
semillas. El taponamiento de haces vasculares obstruye en libre transito de la
sabia vegetal y por ende el marchitamiento de la planta. El marchitamiento
se divide en fases inicial donde el follaje comienza a amarillarse, etapa media
donde la planta se ve decaida pero no seca y etapa final, donde la planta esta
completamente marchita. La raiz presenta pudricion necrética por la obstruc-

cion de haces vasculares.

Ciclo de la enfermedad El ciclo de la enfermedad depende del hospedante,
patogeno y la combinacion multivariable del ambiente.

En presencia de exudados radicales las clamidosporas, conidios o micelio
germinan para iniciar la enfermedad, primero con el reconocimiento del te-
jido, posteriormente con el desarrollo del apresorio para anclaje y haustorio
para absorcion. Una vez establecido el patdgeno en la raiz y tejido vascular,
comienza su etapa de dispersion la cual consiste en el desarrollo de acervulos
de los cuales se generan conidioforos y estos conidios para la multiplicacion y
dispersion por el agua de riego. Al ser un patdgeno sistémico se dispersa por

semilla, ya que coloniza en movimiento acropetalo por la planta

El in6culo primario esta presente en los residuos de cosecha y en el suelo,

iniciandose la infeccion en etapas tempranas del cultivo. La pudricion radical
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comienza en etapas vegetativas, pero pasa desapercibida hasta que comienza
el amarillamiento o marchitez. Esta enfermedad se considera monociclica, ya
que, aunque puede haber infecciones secundarias, la expresion de la enferme-
dad depende de la carga de inoculo en el suelo (Figura 29) (Koike et al., 2019).

Figura 29. Ciclo de la enfermedad de Fusarium spp.

Pudricién de tallo vy raiz.
Agente causal. Rhizoctonia solani (Thanatephorus cucumeris)

Condiciones climaticas favorables. Los esclerocios de R. solani, se activan
cuando entran contacto con el exudado de la raiz del frijol. La temperatura
optima e de 19 a 30 °C y alta humedad relativa en el suelo.

Sintomas. Este hongo produce anillamiento del hipocotilo parcial o completo
durante la germinacion. Ademds, pudricion de aspecto rojizo oscuro en la raiz

y muerte inminente de la planta. Derivando en nula produccion.

Ciclo de la enfermedad. El ciclo de la enfermedad depende del hospedante,

patogeno y la combinacion multivariable del ambiente. R. solani sobrevive
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Figura 30. Sintomas de pudricion de tallo
tipico de Rhizoctonia solani.

como micelio o esclerocios (estructura de resistencia con paredes gruesas de
melanina). Al tener un estimulo por parte de los exudados de la raiz del frijol
los esclerocios germinan, desarrollando hifas de penetracion, los cuales ingre-

san por las heridas naturales del crecimiento radical.

El crecimiento de R. solani es vegetativo, colonizando el tejido de raiz y
tejido de transicion de raiztallo, el proceso de infeccion se ve favorecido por
la presencia de enzimas para la lisis celular, hasta causar pudricién radical. En

el area foliar se nota un amarillamiento generalizado y marchitéz (Figura 31).

Figura 31. Ciclo de la enfermedad
de Rhizoctonia solani
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Podredumbre de raiz y tallo

Agente causal. Sclerotium rolfsii

Condiciones climaticas favorables. Este hongo necrotrofico es favorecido por
suelos arcillo-limosos con poca capacidad de drenaje y temperaturas entre 25
y 30°C.

Sintomas. Los sintomas que produce son manchas y pudricién de parte basal
del tallo en plantulas. En plantas adultas comienzan con clorosis y marchitez
acompanados de pudriciones humedas en el tallo y base que a veces llegan
a cubrirse de micelio blanco. El hongo produce micelio blanco algodonoso
de crecimiento rapido en el se generan esclerocios de color blanco que van

tomando un color café a medida que pasa el tiempo.

Figura 32. Sintomas de pudricion de raiz y cuello. Se observa el crecimiento de esclerocios en el tejido
radical.

Ciclo de la enfermedad. El ciclo de la enfermedad depende del hospedante,

patdgeno y la combinacion multivariable del ambiente.

Este hongo sobrevive por medio de esclerocios y micelio. Los esclerocios
germinan al tener contacto con los exudados radicales del hospedante. EI mi-
celio penetra a través de aberturas naturales o heridas y comienza a colonizar
intra e intercelular alimentandose del tejido necrosado por las toxinas gene-
radas para este fin. La planta comienza a mostrar decaimiento por el efecto
de necrosamiento de hace vasculares. La infeccion ocurre en cualquier etapa

vegetativa de la planta, la cual se ve favorecida por el calor y la alta humedad
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relativa. El necrosamiento gradual del tejido de la raiz y parte basal de la plan-

ta deriva en una muerte inminente de esta (Figura 33).

Figura 33. Ciclo de vida de Sclerotium rolfsii.

Podredumbre carbonosa

Agente causal. Macrophomina phaseolina.

Condiciones climaticas favorables. Es un hongo habitante natural del suelo
que se favorece de alta temperatura y humedades relativas elevadas.
Sintomas. Los sintomas tipicos son el amarillamiento y la senescencia de las
hojas, desprendimiento del tejido cortical de la raiz y la apariencia gris de es-
tos tejidos debido a la abundancia de microesclerocios que pueden provocar
la muerte prematura del hospedante.

Figura 34. Sintoma de necrosis basal
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Ciclo de la enfermedad. El ciclo de la enfermedad depende del hospedante,

patdgeno y la combinacion multivariable del ambiente.

El hongo sobrevive por microesclerosios, los cuales al tener contacto con
los exudados radicales germinan en hifas infectivas, penetrando por heridas
naturales de la raiz. Formando el tubo germinativo, después el apresorio de
anclaje y posteriormente el haustorio de alimentacion. Una vez dentro de la
planta, el hongo afecta el tejido vascular obstruyendo el transporte de agua y
nutrientes, provocando el marchitamiento de la planta. Del micelio se forman
microesclerocios infectivos en la parte basal del tallo. Con estas estructuras de

resistencia puede permanecer en el suelo por tiempo indefinido.

Figura 35. Ciclo de la enfermedad de Macrophomina phaseolina.

Enfermedades causadas por pseudohongos

Dentro del grupo de los oomicetos se encuentran varios géneros. De patdge-
nos vegetales de importancia econdémica. Los géneros Phytophthora y Pythium
son los patdgenos vegetales mds importantes de este grupo. En su historial
evolutivo evolucionaron de algas, por ello es por lo que sus caracteristicas es-
tructurales y reproductivas son diferentes a los hongos verdaderos antes men-
cionados. Estan especializados en su dispersion por el agua e infeccion a tejido

de raiz.

Damping off
Agente causal. Phytophthora spp. y Pythium spp.
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Condiciones favorables. Phytophthora prospera en condiciones calidas y hu-
medas. La temperatura éptima para el crecimiento del pseudohongo es de
25-30 °C. El patogeno requiere saturacion de agua en el suelo para iniciar la
infeccion.

Sintomas. Los pseudohongos causan pudricion de raiz y cuello de la planta
denominado ahogamiento el cual deriva en marchitez generalizada. En algu-

nas especies vegetales causa tizones en hojas.

Ciclo de la enfermedad. El ciclo de la enfermedad depende del hospedante,

patdgeno y la combinacion multivariable del ambiente.

Este pseudohongo sobrevive en forma de clamidosporas (asexuales) u oos-
poras (resultado de recombinacion sexual) que tienen paredes gruesas que
al entrar en contacto con los exudados radicales del hospedante germinan
y generan esporangios e hifas cenociticas. De los esporangios se originan las
zoosporas, las cuales son el inéculo primario El ciclo de infeccion comienza
cuando las zoosporas de Phytophthora entran en contacto con las raices del
frijol. Las zoosporas pueden penetrar en las raices del hospedante a través de
heridas o aberturas naturales. Una vez que las zoosporas de Phytophthora en-
tran en contacto con las raices germinan dando lugar a los Cystos, las cuales
son estructuras de penetracion y generacion de hifas infectivas. Una vez que
el pseudohongo penetra produce toxinas para lisis celular y alimentarse de
polisacaridos, ocasionando necrosis celular radical y obstruyendo el flujo de
agua y nutrientes, por ello es por lo que la planta presenta un decaimiento y

marchitez inminente.

Zoosporas son esporas de infeccion producidas por los esporangios, estas

zoosporas son fragiles y susceptibles al desecamiento por el calor.
Factores bidticos

En el mismo afo se evalud la adaptacion y reaccion a enfermedades de
16 genotipos en nueve localidades/afo seis en Veracruz y tres en Chiapas,
durante el periodo de 1999 al 2001. Los genotipos Negro 8025, ICTA JU-95-
112 y DOR 454, resultaron sobresalientes por su rendimiento y adaptabili-
dad. Negro 8025, UCR 55 y TLP 22, fueron resistentes a roya, antracnosis y
mancha angular. En Isla Veracruz en suelo 4cido los genotipos, Negro 8025,

ICTA JU-95-112 y DOR 454 mostraron los mejores rendimientos con o sin
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Figura 36. Ciclo de infeccion de Phytophthora spp. y Pythium spp.

cal dolomitica, lo que indica que el potencial de frijol en el trépico humedo

esta relacionado a la resistencia a enfermedades y adaptacion a suelos de baja

fertilidad (Lopez et al, 2002 ).

En el periodo de 1999 a 2005 se evaluo la adaptacion, el rendimiento,
reaccion a enfermedades y adaptacién a suelo acido bajo diferentes condicio-
nes de humedad: temporal, humedad residual y riego de la variedad de frijol
Negro Papaloapan en dreas tropicales de los estados de Veracruz y Chiapas,
se incluyeron en un ensayo uniforme a las variedades Negro Jamapa, Negro
Medellin y Negro Tropical como testigos. Se realizd un analisis combinado
de rendimiento y estabilidad y se compararon los parametros de estabilidad
de la variedad con genotipos comerciales. Negro Papaloapan se validé en 20
parcelas semi comerciales en Veracruz y Chiapas. El rendimiento promedio de
Negro Papaloapan fue de 1,228 kg ha-!; similar a Negro Medellin y superior a
Negro Tropical y Negro Jamapa. Su rendimiento a través de localidades y afios
se clasificd como estable. Negro Papaloapan mostro tolerancia a roya, mancha
angular y antracnosis y resistencia al BGYMV asi como adaptacion en suelos
dcidos. En las parcelas de validacién el rendimiento promedio de la nueva
variedad fue 1364 kg ha-'; significativamente superior a los testigos utilizados.
Negro Papaloapan mostro alto potencial de rendimiento y adaptacion a las

dreas productoras de frijol en Veracruz y Chiapas.
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Cuadro 1. Variedades de frijol negro liberadas por el INIFAP y su tolerancia o resistencia hacia enfermedades.

Variedad Agente causal
U. C. linde- Fusarium  Pythium  Phytophthora Xanthomonas Pseudomonas

BYGMV BCMV ) P. griseola . . . .
apendiculatus muthianum spp. spp. spp. axonopodis pv phaseoli syringae

Frailescano SR SR SR SR SR
Negro Grijalva SR SR SR
Negro Tropical SR SR SR SR SR
Negro Tacana SR SR SR SR SR
Verdin SR SR SR SR SR
Negro Comapa SR SR SR SR SR
Negro Huasteco 81 SR SR SR SR SR
Negro Cotaxtla 91 SR SR SR SR SR
Negro INIFAP SR SR SR SR SR
Negro Medellin SR SR SR SR SR
Negro Papaloapan SR SR SR SR SR
Negro Jamapa SR SR SR SR SR
Primavera 28 SR SR SR T SR
Rubi SR SR SR SR SR

DOR-454

Tipo [
Tipo II
Tipo 1L
Tipo IV
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