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SELECCION DE GERMOPLASMA DE MAIZ RESISTENTE AL CARBON DE LA
ESPIGA (Sporisorium reilianum f. sp. zeae), EN LOS VALLES ALTOS DE MEXICO
Andrés Quezada Salinas, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2010
El carbdn de la espiga del maiz, causado por Sporisorium reilianum f. sp. zeae, es una
enfermedad de gran importancia en los estados de México e Hidalgo, en donde la
mayoria de los genotipos utilizados son muy susceptibles. Durante el periodo de 2006 a
2009, se evaluaron diferentes técnicas de inoculacion de semillas de maiz con
teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae y se determiné la resistencia a esta enfermedad
en materiales procedentes de una poblacion con amplia base genética de grano con
endospermo blanco y otra con endospermo amarillo, derivadas de un programa de
seleccidon y mejoramiento para S. reilianum f. sp. zeae en los estados de México e
Hidalgo. Se determiné que semillas inoculadas con una suspensi6on de 1.7x10’
teliosporas mL™ en 1% de carboximetilcelulosa de sodio, sembradas en macetas con
suelo estéril e incubadas a 25 °C con fotoperiodo de 12 h luz, produjeron hasta 96.6%
de infeccién en plantulas de maiz susceptible dando un alto y consistente porcentaje de
infeccion durante la etapa de plantula. Con el uso de esta técnica de inoculacion, en
258 lineas S; de endospermo blanco y 71 de esdospermo amarillo, se registraron
incidencias de 0 a 92.3 % y de 0 a 41.7%, respectivamente. En base a incidencia y
caracteristicas agronémicas, en campo se eligieron y autofecundaron las mejores lineas
S;, generandose 123 y 114 lineas S, de endospermo blanco y amarillo, que mostraron
una incidencia de la enfermedad de 0 a 42.8% y de 0 a 28.5%, respectivamente.
Adicionalmente se evaluo la efectividad de diferentes fungicidas sobre la germinacion
de teliosporas in vitro y el control de la enfermedad en plantas de maiz mediante
tratamiento a semilla. Se determiné que carboxin, carboxin+captan, tebuconazole y
tebuconazole+thiram, inhibieron completamente la germinacién de teliosporas y el
desarrollo de colonias in vitro después de 96 h de incubacion en oscuridad a 25 °C; en
tratamiento a semilla, tebuconazole+thiram y tebuconazole resultaron en 0% de
incidencia cuando se aplicaron en la dosis comercial recomendada de 300 y 500 mL

100 kg de semilla™, respectivamente.

Palabras clave: carboximetilcelulosa, teliosporas, inoculacion de semilla.



SELECTION OF RESISTAN MAIZE GERMPLASM TO HEAD SMUT (Sporisorium
reilianum f. sp. zeae), IN HIGH VALLEYS OF MEXICO
Andrés Quezada Salinas, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2010
Head smut of maize, caused by Sporisorium reilianum f. sp. zeae, is a disease of great
importance in the states of Mexico and Hidalgo, where the majority of the used
genotypes are very susceptible. During the period from 2006 to 2009, different
technigues were evaluated to inoculate maize seeds with teliospores of S. reilianum f.
sp. zeae and determinate the resistance to this disease in materials coming from wide
genetic base populations with endosperm white or yellow, originated from a selection
program and improvement for S. reilianum f. sp. zeae in the states of Mexico and
Hidalgo. Results determined that inoculated seeds with a suspension of 1.7x10’
teliospores mL™ and 1% of sodium carboximethylcellulose, sown in pots with sterile soil
and incubation under 25 °C with photoperiod of 12 h light, produced 96.6% of infected
susceptible maize seedlings giving a high and consistent percentage of infection during
the seedling stage. With the use of this inoculation technique, in 258 S; lines with white
endosperm and 71 with yellow endosperm, incidences from 0 to 92.3% and from O to
41.7% were registered, respectively. On the basis of incidence and agronomic
characteristics, in a breeding nursery in field conditions the best S; lines were selected
and self-pollinized, and 123 and 114 S, lines with white or yellow endosperm, were
obtained; the incidence in these lines was from 0 to 42.8% and from O to 28.5%,
respectively. Additionally, the effectiveness of different fungicides on the teliospore
germination and the control of the disease on maize plants by mean of seed treatment,
were evaluated. Carboxin, carboxin+captan, tebuconazole and tebuconazole+thiram,
completely inhibited the teliospore germination and colony development in vitro after 96
h of incubation at 25 °C in darkness; on seed treatment tebuconazole+thiram and
tebuconazole resulted in 0% of incidence when they were applied at the commercial

dose recommended of 300 and 500 mL 100 kg of seed™, respectively.

Key words: carboximethylcellulose, teliospores, seed inoculation.
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INTRODUCCION GENERAL

El maiz grano (Zea mays L.) es la principal fuente de alimentacion humana en América.
Se utiliza en méas formas que cualquier otro cereal como alimento humano y para
ganado, y para propositos industriales. Cada parte de la planta tiene valor econémico,
el grano, las hojas, el tallo, las espiguillas y aun el raquis. De la industrializacion del
maiz se obtienen importantes subproductos utilizados como materias primas para la
fabricacion de telas, papel, cosméticos, materiales de lavanderia, sasonadores, jarabes,
saborizantes, botanas, galletas y cerveza. Los recientes usos del maiz en la industria
incluyen la fabricacién de plasticos, edulcorantes y etanol. La zeina, una proteina con
propiedades termoplasticas, se usa para producir cintas adhesivas, lindleo y esmaltes.
Actualmente, la semilla se refina para producir jarabes de alta fructosa, combustible y
bebidas a base de alcohol, glucosa, dextrosa y almidén. La produccién de etanol a
partir de maiz ha sido un proceso de rapido desarrollo, debido en parte a la busqueda
de fuentes de energia alternativas.

Para el periodo 2009-2010 la produccion mundial de maiz se estima en 794.04 millones
de toneladas. Los principales paises productores de maiz son, en orden de importancia:
Estados Unidos de Norteamérica (329.05 millones de ton), China (160 millones de ton),
la Union Europea (55.87 millones de ton), Brasil (52 millones de ton), México (22.5
millones de ton), India (18.5 millones de ton), Argentina (14 millones de ton) y Sudafrica
(10.5 millones de ton); de los cuales se obtiene el 83.42% de la produccién mundial. La
produccién anual de Estados Unidos de Norteamérica representa cerca del 41.43% del

total mundial y se ha mantenido relativamente constante en los ultimos afios.

Por otra parte, México es uno de los paises mas importantes consumidores de maiz,
con una gran tradicion en este cultivo y un fuerte arraigo del producto como base de la
alimentacion de la poblacion. La produccion de maiz se da a todo lo largo y ancho del
territorio nacional y se centra basicamente en la obtencion de grano blanco para
consumo. En este sentido la produccion de los estados de Sinaloa, Jalisco, Guerrero,
Michoacan, México, Veracruz y Guanajuato, aportan poco mas del 50% de la

produccion nacional.



El maiz, como cualquier otro cultivo est4 expuesto a factores que le causan pérdidas en
produccién como son las condiciones ambientales, el potencial de produccién, la
fertilidad del suelo, la genética de cultivares y la accidn sinérgica de diferentes plagas
(malezas, enfermedades e insectos). En lo que se refiere a las enfermedades, todas las
partes del maiz son susceptibles a un cierto niumero de ellas, las cuales reducen la
capacidad de la planta para crecer de manera normal y, pueden producir en ultima
instancia, la pérdida de la cosecha de grano. Una de estas enfermedades es el carbon
de la espiga por el hongo Sporisorium reilianum f. sp. zeae, presente en varios paises
con incidencias que van del 7.6% al 80%.

En México, el carbon de la espiga ha tenido mayor importancia en la zona del Bajio,
donde ha ocasionado pérdidas de hasta el 30%. Sin embargo, esta problematica se ha
extendido a los estados del altiplano del pais (Hidalgo y México) afectando a una gran
cantidad de maices criollos e hibridos comerciales. En 1988, en el estado de Hidalgo se
reportaron pérdidas de hasta el 50% de la superficie sembrada con hibridos
susceptibles. Ante esta situacién, se tomaron medidas tendientes a controlar la
enfermedad con aplicaciones de fungicidas a la semilla y la evaluacion de tolerancia o
susceptibilidad de hibridos de maiz, siendo esta Ultima medida la de mayor importancia.
Sin embargo, en la actualidad se carece de material resistente a la enfermedad, se
desconoce la eficiencia de los fungicidas utilizados en el tratamiento a semilla y se
carece de un método eficiente de inoculacion que permita seleccionar germoplasma
resistente. Esto ha favorecido la dispersion del patégeno y el incremento en la
superficie con problemas de carbdn, ejemplo de ello es el Valle del Mezquital, Hgo.,
donde 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; situacién similar ocurrié con el nimero de
hibridos afectados con carbdén, ya que en el mismo periodo el nUmero aumenté de 3 a
27 hibridos susceptibles a la enfermedad.

Con estas evidencias, se hace necesario generar germoplasma tolerante al carbén de
la espiga con caracteristicas agronémicas que repercutan en un buen rendimiento y
adaptabilidad a los Valles Altos de México. Para lograr lo anterior el presente trabajo se
dividio en dos principales etapas, la primera consistio en desarrollar un método de

inoculacién que permitiera una alta incidencia de la enfermedad vy, la segunda en utilizar
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ese método para identificar y seleccionar materiales resistentes al carbon de la espiga
procedentes de una poblacién con grano de endospermo blanco y otra con endospermo
amarillo, con amplia base genética derivadas de un programa de seleccion y
mejoramiento para S. reilianum f. sp. zeae en los estados de México e Hidalgo.
También, como método de control a corto plazo, se evaluo la eficiencia de diferentes

fungicidas en el control de dicho patégeno.

Objetivos
1. Desarrollar e identificar una técnica de inoculacion eficiente de Sporisorium reilianum

f. sp. zeae en semillas de maiz.

2. Identificar germoplasma de maiz resistente a S. reilianum f. sp. zeae.

3. Determinar la eficiencia de diferentes fungicidas en el control de S. reilianum f. sp.

Zeae.



CAPITULO |

EL CARBON DE LA ESPIGA DEL MAIZ: Sporisorium reilianum f. sp. zeae

1.1 Agente causal y sintomas

El carbdén de la espiga del maiz (Zea mays L.), es causado por el hongo Sporisorium
reilianum f. sp. zeae (Kihn) Langdon y Fullerton (Basidiomycota, Ustilaginaceae),
sinbnimo Sphacelotheca reiliana (Khiin) Clinton. Este hongo se reproduce mediante
teliosporas, las cuéles son de forma esférica a subesférica, de color café oscuro,
equinuladas, con un didmetro de 6.4 a 11 p (Figura 1A). Cuando las teliosporas
germinan dan origen a un basidio (Figura 1B), el cual da origen a basidiosporas
unicelulares saprofiticas (Figura 1C). El crecimiento esporidial ocurre en varios medios
de cultivo, pero el crecimiento filamentoso se ha observado solo en la planta
hospedante (Wilson y Frederiksen, 1970), o cuando este se ha desarrollado en medio

de cultivo que contiene extracto de la planta hospedera (Bhaskaran y Smith, 1995).

Figura 1. Fase saprofitica de Sporisorium reilianum f. sp. zeae en medio de cultivo
PDA. A) Teliosporas. B) Germinacion de teliospora y desarrollo de basidio. C) Basidio
septado en cuatro células con produccion de basidiosporas.

El principal sintoma de la enfermedad es el desarrollo de soros en la mazorca y/o
panoja (Figura 2), los cuales sustituyen la formacién de grano y polen ocasionando
pérdidas en la produccién (Njuguna, 1998; Baggett y Kean, 1989). Un soro es una masa
compacta de teliosporas, cubierto con una delgada membrana de color blanca a
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grisacea la cual al madurar se rompe y libera las teliosporas. También se han
observado sintomas tempranos como el desarrollo de manchas cloréticas en hojas de
plantulas infectadas, acumulacion de antocianina en el tallo (Matyac y Kommedhal,
1985a) y enanismo de plantas ocasionado por el acortamiento de entrenudos
(Stromberg et al., 1984; Halisky, 1963).

Figura 2. Plantas con sintomas del carbon de la espiga del maiz causados por
Sporisorium reilianum f. sp. zeae. A) Panoja. B) Mazorca.

1.2 Ciclo de la enfermedad

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 hiumedos (Matyac y Kommedahl, 1986).

Cuando se presentan las condiciones oOptimas de temperatura y humedad del suelo
para el desarrollo de las teliosporas, éstas germinan dando origen a un filamento corto
llamado promicelio o probasidio, en el cual el nacleo diploide migra y experimenta la
meiosis dando como resultado cuatro células, cada una con un nicleo haploide. Estas
células da origen a basidiosporas, las cuales dan origen a otras y asi sucesivamente
formando cadenas de células haploides denominadas esporidias. Las esporidias tienen
la caracteristica de poseer tipos de acoplamiento opuestos (+ y -), generalmente
producidos en igual nimero (Ingold, 1994; Téféri et al., 1989; Baier y Kriiger, 1962).



Esporidias con tipos de acoplamiento opuesto se unen dando origen a hifas infectivas
dicariéticas (binucleadas). Estas hifas dicariéticas infectan a las plantulas de maiz via
mesocotilo o raiz (Martinez et al., 2002; Martinez et al., 2000; Fowler, 1985) e invaden
sistémicamente los tejidos del meristemo y el tejido floral indiferenciado (Martinez et al.,
1999; Matyac, 1985; Fullerton, 1970). Durante la floracion, tanto en la espiga como en
la mazorca, aparecen soros, los cuales se forman por la aglutinacion de gran cantidad
de micelio (Pataky, 1999). 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 algin punto durante la
formacién 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).
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Figura 3. Ciclo de vida de Sporisorium reilianum f. sp. zeae en maiz. Tomado y
modificado de Kahmann y Kamper (2004).



1.3 Factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad

Entre los factores que influyen en el desarrollo del carbén de la espiga del maiz se
encuentran: la humedad y temperatura del suelo, la fertilidad, la distancia de siembra y
el tipo de suelo. Al respecto, se ha reportado que la mayor cantidad de infeccion ocurre
con temperaturas del suelo de 23-30 °C y con contenido de humedad bajo (Matyac y
Kommedahl, 1985b; Baier y Kruger, 1962).

Los niveles de fertilidad del suelo pueden incrementar o reducir la frecuencia y
desarrollo del carbon de la espiga. Esta enfermedad decrece cuando se aplica sulfato
de amonio, pero se incrementa con la aplicacion nitrato de calcio (Matyac y
Kommedahl, 1985b). El tipo de suelo y distancia de siembra pueden afectar la
incidencia de la enfermedad. Reportes indican que algunos tipos de suelos reducen la
incidencia, aunque la enfermedad ha ocurrido en una gran variedad de ellos
(Stromberg, 1981; Lynch et al., 1980). Sin embargo, se ha observado un menor
porcentaje de incidencia en suelos arcillosos que en los arenosos (Matyac y
Kommedahl, 1985b).

Referente al efecto de otros factores agrondmicos en la incidencia del carbon de la
espiga, Mack et al., (1984), reportan que la incidencia de la enfermedad se reduce con
riegos tempranos y frecuentes (un total de 15-20 cm de agua durante los primeros 18 a
21 dias después de la siembra), comparado con la no irrigacion durante el mismo
periodo. El porcentaje de infeccion se incrementa conforme aumenta la profundidad de
siembra de 2.5 a 7.6 cm. Estos autores también reportan una menor infeccion en
plantas que provenian de semillas grandes en comparacién con las de semillas

pequefias.

1.4 Importancia econémica del carbdn de la espiga

El carb6on de la espiga nunca ha sido una enfermedad devastadora, pero causa
pérdidas importantes en el rendimiento en casi todas las regiones maiceras. En este
contexto se han reportado pérdidas del 7.6% en Nueva Zelanda (Wright et al., 2006),
del 30-80% en Nepal (Pradhanang y Ghimire, 1996), del 31.35% en Minnesota
(Stienstra, et al., 1985) y del 70% en Kenya (Njuguna, 1998).

En México, el Bajio es la zona con mayor problematica ya que se han reportado

pérdidas de hasta el 30% por esta enfermedad (Martinez y Ledesma, 1990). En los
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altimos afos, el carbon de la espiga se ha presentado con considerable incidencia en
los Valles Altos (estados de México e Hidalgo), donde la mayoria de los hibridos
utilizados son altamente susceptibles y no se cuenta con materiales resistentes. En
Hidalgo, las pérdidas han alcanzado el 50% de la producciéon (Aguirre, 1988) y tanto la
dispersion del patégeno como la superficie con problemas de carbén ha ido en
aumento. Al respecto, en el afio de 1998 habia 16.6 ha con carbdén de la espiga del
maiz y para el 2003 ya existian 1275 ha con este problema; situacion similar se
presento con el numero de hibridos afectados con carbon, ya que en el mismo periodo

el nimero aumento de 3 a 27 hibridos afectados por la enfermedad (Pérez et al., 2006).

1.5 Control

Debido a que el in6culo se encuentra en el suelo de cultivo, el control del carbén de la
espiga se realiza principalmente mediante el uso de cultivares resistentes y tratamiento
a la semilla con fungicidas, en donde el principal objetivo es evitar la infeccién durante
el desarrollo de la plantula. La rotacidbn de cultivos es poco recomendable y
cuestionable debido a que las esporas pueden sobrevivir en el suelo por 2, 3 6 hasta 5
afnos (Wu et al., 1981; Grisenko y Dudka, 1979; McDougall, 1941).

La identificacion de genotipos resistentes a la enfermedad se ha realizado en China
(Wang et al., 2008; Duan et al., 1992), Kenya (Njuguna, 2001), Francia (LUbberstedt et
al., 1999), Estados Unidos de Norteamérica (Baggett y Koepsell, 1983) y Sudafrica
(Kruger, 1962). En México, a pesar de que es una enfermedad importante en la zona
del Bajio y los estados de Hidalgo y México, los programas de mejoramiento no
contemplan la seleccion para resistencia y Unicamente se ha determinado el porcentaje
de incidencia en materiales comerciales, en evaluaciones hechas bajo condiciones de
infeccion natural.

Aungue por razones econdmicas y ecolégicas, el cultivo de variedades resistentes es el
principal medio de control, el uso de fungicidas como propiconazole ha resultado ser
efectivo para reducir el porcentaje de infeccién por carbon de la espiga cuando la
aplicacion se realiza a la semilla (Wright et al., 2006; Pradhanang y Ghimire, 1996;

Martinez y Ledesma, 1990; Stienstra et al., 1985; Simpson y Fenwick, 1971).
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CAPITULO I

DESARROLLO DE UN METODO DE INOCULACION DE SEMILLAS DE MAIZ CON

Sporisorium reilianum f. sp. zeae

2.1 Resumen

Durante 2006 y 2007, en el Colegio de Postgraduados, México, se evaluaron diferentes
técnicas de inoculacion de semillas de maiz con teliosporas del hongo Sporisorium
reilianum f. sp. zeae, agente causal del carbon de la espiga del maiz. El objetivo fue
desarrollar e identificar un método de inoculacién que permita un alto y consistente
porcentaje de infeccion durante la etapa de plantula. El propdsito es implementar su uso
en programas de seleccién de germoplasma resistente a este patégeno. Se determind
que semillas inoculadas con una suspensién de 1.7x10’ teliosporas mL™* y 1% de
carboximetilcelulosa de sodio, sembradas en macetas con suelo estéril e incubadas en
condiciones controladas de 25 °C con fotoperiodo de 12 h luz, produjeron 93.3% y
96.6% de infeccion en plantulas de maiz susceptible del criollo Blanco de Toluca y del
hibrido AS-910, respectivamente. El porcentaje de infeccion se evalué 25 dias después
de la siembra, mediante la deteccion de micelio en cortes transversales de los tejidos
del mesocotilo, a este periodo de tiempo se observé que en las plantulas infectadas, el
micelio de S. reilianum f. sp. zeae se desarroll6 intracelularmente en el parénquima del
mesocotilo, sin provocar sintomas visibles en el hospedante. La identidad del micelio
presente en el mesocotilo se confirm6é mediante la técnica de PCR al amplificar un
fragmento de ADN de 0.96 kb con iniciadores especificos para S. reilianum f. sp. zeae.
Palabras clave: Zea mays, carbén de la espiga, carboximetilcelulosa, infeccion,

teliosporas.

2.2 Abstract

Development of an inoculation method on maize seeds with Sporisorium
reilianum f. sp. zeae. During 2006 and 2007, in the Colegio de Postgraduados, Mexico,
different maize-seed inoculation techniques were evaluated with teliospores of the

fungus Sporisorium reilianum f. sp. zeae, causal agent of head smut in maize. The
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objective was to develop and identify an inoculation method of maize seeds with
teliospores of S. reilianum f. sp. zeae, wich induces a high and consistent infection
percentage during the seedling stage. The purpose is to implement the use of such
technique in selection programs of resistant germplasm to this pathogen. Results
determined that inoculated seeds with a suspension of 1.7x10’ teliospores mL™ and 1%
of sodium carboximethylcellulose, sown in pots with sterile soil and incubation under
controlled conditions at 25 °C with photoperiod of 12 h light, produced 93.3 and 96.6% of
infected seedlings in susceptible criollo Blanco de Toluca and hybrid AS-910 maize
cultivars, respectively. The infection percentage was evaluated 25 days after sown by
means of mycelium detection in cross sections of mesocotyl tissues. At this period of
time mycelium of S. reilianum f. sp. zeae developed intracellularly in the mesocotyl
parenchyma of infected seedlings, without causing additional symptoms in the host. The
identity of the mycelium present in mesocotyl was determined by PCR test. With this
technique, amplified a fragment of DNA of 0.96 kb corresponding to the pathogen in
study.

Key words: Zea mays, head smut, carboximethylcellulose, infection, teliospores.

2.3 Introduccién

El carbdn de la espiga del maiz (Zea mays L.), causado por Sporisorium reilianum f. sp.
zeae (Kuhn) Langdon & Fullerton (Basidiomycota, Ustilaginaceae), sinénimo
Sphacelotheca reiliana (Khun) Clint., se encuentra en varios paises de Europa, Norte y
Sur de América, México, China, Australia, Nueva Zelanda, India occidental, Palestina, y
otros paises. En México, es de mayor importancia en la zona del Bajio donde en 1956-
1961 ocasiond pérdidas de 30%. Esta enfermedad se ha extendido a los estados de
Hidalgo y México, y afecta a maices criollos e hibridos de maiz. En Hidalgo, se han
reportado pérdidas de 50% en la superficie sembrada con el hibrido H-133 (Pérez et al.,
2006).

La reduccion en la produccion causada por S. reilianum f. sp. zeae se debe
principalmente a la infeccion sistémica y la produccién de soros que reemplazan parcial
o totalmente a la mazorca y panoja durante la floracion afectando asi la producciéon de
grano. Los soros son estructuras fructiferas del hongo que incluyen las teliosporas, las

cuales en el siguiente ciclo de cultivo germinan en el suelo, producen un basidio de
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cuatro células y cada célula origina una basidiospora haploide (Ingold, 1994). La unién
de dos aislamientos 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 infecciobn ocurre durante la germinacién y las primeras etapas de
desarrollo de la plantula de maiz, las estrategias de control se basan en evitar el
contacto entre el patdgeno y el hospedante durante estas etapas; por tanto, las
principales tacticas de control son la aplicacion de fungicidas a la semilla (Pérez et al.,
2005) y evaluacion de resistencia a la infeccién de genotipos de maiz (Pérez et al.,
2006).

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. Los procedimientos se aplican en programas
de mejoramiento genético tanto en invernadero como en campo con la finalidad de
identificar y desarrollar germoplasma de maiz resistente a la enfermedad. Para lograr la
infeccion de plantulas de maiz, se han usado mezclas de suelo con teliosporas y su
deposicion junto con semillas (Pradhanang y Ghimire, 1996; Whythe y Gevers, 1988;
Matyac y Kommedahl, 1985b; Stromberg et al., 1984), suspensiones de teliosporas
aplicadas al momento de la siembra (Martinez y Ledesma, 1990; Baggett y Koepsell,
1983), inoculacion hipodérmica de plantulas con basidiosporas (Craig y Frederiksen,
1992), e infiltracion de teliosporas a la semilla mediante la generacion de vacio (Metha,
1967). Sin embargo, estos métodos producen porcentajes de infeccion variables, 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 e identificar un método de
inoculacion eficaz y practico, con el cual se obtenga un alto y consistente porcentaje de
infeccion de plantulas con la finalidad de que pueda implementarse en programas de

seleccion de germoplasma de maiz resistente a la enfermedad.

2.4 Materiales y métodos
Esta investigacion se realizo durante los afios 2006 y 2007, en las instalaciones del
Colegio de Postgraduados en Ciencias Agricolas, carretera México-Texcoco km 36.5,

Montecillo, Texcoco, estado de México. Cada ensayo se repitié dos veces.
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2.4.1 Recolecciéon y almacenaje de teliosporas
En el verano de 2006 se recolectaron panojas y mazorcas de plantas de maiz
infectadas con S. reilianum f. sp. zeae, en lotes con siembras comerciales de maiz en el
Municipio de Mixquiahuala, estado de Hidalgo, México. El material vegetal infectado se
colocé en charolas de plastico y se dej6 secar por 7 d en un invernadero, para
posteriormente recuperar las teliosporas en bolsas de papel, donde se conservaron a
20 + 2 °C hasta su utilizacion.

2.4.2 Viabilidad de teliosporas

Se utilizaron teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae previamente desinfestadas en una
solucion acuosa a 1% (peso/volumen) de CuSO,4 por 24 h, lavadas con tres cambios de
agua destilada estéril y recuperadas en papel filtro.

La viabilidad del inéculo se verifico previo a los tratamientos de inoculacion en semilla.
Para ello se preparé una suspensiéon 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).
Las cajas se incubaron en oscuridad a 25 °C por 48, 72 y 96 h. Se cuantificé el total de
teliosporas germinadas en cuatro campos del microscopio de luz en 40X para calcular

el promedio.

2.4.3 Inoculacion de semillas de maiz con teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae
Semillas de maiz de los cultivares Criollo Blanco de Toluca (CBT) y del hibrido Aspros-
910 (AS-910), ambos de endospermo blanco y susceptibles al carbén de la espiga, se
desinfestaron con una solucién a 1.5% de NaOCI por 3 min, se lavaron con tres
cambios de agua destilada estéril y se secaron a 22 °C sobre papel absorbente estéril.
Anterior a la inoculacion de semillas, se verifico el efecto de la carboximetilcelulosa de
sodio (NaCMC), Agrocer 010, dispersante, esmalte y cdpsulas sobre el porcentaje de
germinacion de las teliosporas; para esto, 1 mL de las suspensiones de esporas y
NaCMC, Agrocer 010, dispersante, esmalte y capsulas (5 capsulas disueltas en 100 mL
de agua+0.1 g de teliosporas) se sembraron en cajas con medio de cultivo PDA con
tres repeticiones. El medio inoculado en cajas de Petri se incubd en oscuridad a 25 °C
por 96 h y se evaluo el porcentaje de germinacion en tres campos a 40X por caja. Al no

detectar diferencias en la germinacion de las teliosporas después de estar en contacto
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con estos compuestos (datos no presentados) se procedié a utilizarlos como vehiculo
en los siguientes tratamientos de inoculacion en semilla:

1. Carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC). Se prepar6 una suspension a 1% de
NaCMC y 1.7x10’ teliosporas mL™. En esta suspension se incorporaron 50 semillas de
maiz por 1 min, se recuperaron y se secaron a 22 °C.

2. Capsulas. Capsulas de colageno y sorbitol se llenaron con teliosporas y se
depositaron junto a semillas de maiz al momento de la siembra, depositando una
capsula por semilla.

3. Agrocer 010. Se prepard una suspension de Agrocer 0.2 % (volumen/volumen (v/v))
y 1.7x10’ teliosporas mL™. En ésta suspensién se sumergieron 50 semillas de maiz por
1 min. Inmediatamente después las semillas se recuperaron y se secaron a 22 °C.

4. Dispersante. Se preparé una suspension de 0.2 % (coadyuvante colodial)
(volumen/volumen (v/v)) y 1.7x10’ teliosporas mL™. En ésta suspension se sumergieron
50 semillas de maiz por 1 min y se secaron a 22 °C.

5. Semilla impregnada con teliosporas. En una bolsa de polietileno se depositaron 3 g
de teliosporas, se agregaron 50 semillas de maiz y se mezclaron por 1 min.

6. Semilla con dafio mecanico e impregnada con teliosporas. Entre dos papeles lija No.
4 se frotaron 50 semillas de maiz por 1 min, se depositaron en una bolsa de polietileno
con 3 g de teliosporas y se mezclaron por 1 min.

7. Esmalte. En una bolsa de polietileno se depositaron 3 g de teliosporas, se agregaron
50 semillas de maiz y se agitaron por 1 min. Las semillas se extrajeron y, después de
rociarlas con esmalte en aerosol por 1 min, se secaron a 22 °C.

8. Testigo. Semilla desinfestada.

Las semillas de maiz inoculadas de los tratamientos anteriores se sembraron en
macetas con suelo estéril con pH de 8.0, conductividad eléctrica de 5.08 dSm™,
contenido de materia organica de 3.23% vy textura franco-arenosa (arena 75.6%, limo
14.5% vy arcilla 9.9%). Se utilizaron siete macetas por tratamiento y cinco semillas por
maceta. El arreglo experimental fue de blogues completamente al azar. Las macetas se
colocaron en una camara bioclimatica (Warren Sherer mod. CEL 38-15) y se incubaron
a 25 °C con un fotoperiodo de 12 h luz.
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2.4.4 Evaluacion de la infeccion

El ndmero de plantulas infectadas, registradas en los diferentes tratamientos, se
determiné mediante la deteccidn de micelio de S. reilianum f. sp. zeae 25 d después de
la siembra. Para esto se colectaron 30 plantulas por tratamiento para realizar cortes
transversales del mesocotilo con navaja de afeitar en el microscopio estereoscopico.
Las secciones se tifieron con azul de algodon a 0.5% en lactofenol por 3 min, se
colocaron en una solucion de safranina a 1% en etanol 70% por 1 min, y se lavaron en
glicerol 70% por 1 min. Las secciones se montaron en glicerol 70% y se examinaron en
un microscopio compuesto (Carl Zeis, 40X). Los datos obtenidos se sometieron a
andlisis de varianza y separacion de medias mediante la diferencia minima significativa
a un nivel de significancia de 0.05 y 0.01. Las imagenes de tejido se tomaron con una
camara digital Moticam 2300.

Las plantulas restantes de cada tratamiento se conservaron en macetas bajo las
mismas condiciones en la camara bioclimatica para registrar desarrollo de sintomas

caracteristicos de la enfermedad.

2.4.5 Identificacion molecular del micelio infectivo

La identidad del micelio observado en los tejidos del mesocotilo se verificé por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) con los iniciadores
SR1 5-CAGGTTATGTATGGGCCG-3' y SR2 5-TTGAGCGATGACCATTCC-3,
especificos para S. reilianum f. sp. zeae (Xu et al., 1999). Para la extraccién de ADN,
tanto de tejido vegetal como de basidiosporas de S. reilianum f. sp. zeae, se utilizé el
DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 2009) siguiendo el protocolo recomendado por el
proveedor.

El ADN de tejido vegetal se obtuvo del mesocotilo de plantulas 25 dias después de su
siembra, procedentes tanto de semillas inoculadas con el hongo (1% de NaCMC y
1.7x10’ teliosporas mL™) como de semillas sin inocular (Testigo). Para obtener el ADN
de basidiosporas se preparé una suspensién de 50 000 teliosporas mL™ en agua
destilada estéril y se depositaron 0.5 mL de la suspension por caja Petri con medio de
cultivo PDA. Cada alicuota se distribuyd uniformemente sobre el medio de cultivo con
un triangulo de vidrio estéril y las cajas se incubaron en oscuridad a 25 °C por 72 h para
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el desarrollo de colonias de basidiosporas. Finalmente, se rayaron colonias separadas
sobre PDA para obtener aislamientos monoesporidiales de las cuales se extrajo el ADN.
Las pruebas de PCR incluyeron un testigo positivo (ADN de basidiosporas), un testigo
negativo (ADN de tejido vegetal de plantas testigo sin inocular) y muestras de plantas
inoculadas (ADN de tejido vegetal de plantas desarrolladas a partir de semillas
inoculadas).

La reaccion se llevé a cabo en un volumen total de 50 pL y por cada reaccion se utilizé
un tubo para PCR en el cual se adicionaron los siguientes reactivos: 10 pL de GoTaq®
Flexi Buffer (Promega), 5 uL de MgCl 25 mM, 1 pL de mezcla de nucleotidos a 10 mM
de cada uno, 1 pL de cada iniciador a 1 pM, 0.25 pL de la enzima GoTag® ADN
polimerasa (5u/pL), 4 uL de DNA correspondiente y 27.75 pL de agua libre de nucleasa.
Los reactivos se mezclaron con un paso de vortex y la mezcla se centrifugd por 5
segundos. Las reacciones PCR se realizaron con los siguientes parametros: 1 ciclo de 4
min a 94 °C, 1 min a 56 °C y 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 finaliz6 con 10 min a 72 °C. Los productos
amplificados se separaron por electroforesis en gel de agarosa 1%, se tifieron con
bromuro de etidio y visualizaron en un transiluminador UV. La deteccion de un
fragmento de 0.96 kb fue evidencia de la presencia de S. reilianum f. sp. zeae en el

tejido vegetal, de acuerdo a Xu et al., (1999).

2.4.6 Relacién entre concentracion de indculo y niamero de plantulas infectadas
Teliosporas desinfestadas se utilizaron para preparar diferentes concentraciones de
in6culo en agua destilada estéril. Con la cdmara de Neubauer se calcul6 una
suspension inicial a 1.7x10° teliosporas mL™. Mediante diluciones se prepararon
suspensiones de 2x10° 4x10° 6x10° 8x10° 1x10’, 1.2x10’, 1.4x10’ y 1.6x10’
teliosporas mL™. Por cada 100 mL de suspensién se agregé 1 g de NaCMC en donde
se sumergieron 30 semillas de maiz del hibrido AS-910 por 1 min, se recuperaron y se
secaron a 22 °C. Las semillas de maiz tratadas se sembraron en macetas con suelo
estéril, 6 semillas por maceta por tratamiento. Las macetas se colocaron en una camara
bioclimatica (Warren Sherer mod. CEL 38-15) a 25 °C y 12 h luz, en un arreglo de
disefio experimental completamente al azar. La infeccion se evalué en plantulas de

maiz 25 d después de la siembra, mediante la deteccién de micelio en el mesocotilo
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utilizando la técnica de tincién con azul de algodon y safranina. Los datos obtenidos se
sometieron a andlisis de varianza y separacion de medias mediante la diferencia

minima significativa a un nivel de significancia de 0.05y 0.01.

2.5 Resultados y discusion
2.5.1 Viabilidad de teliosporas

En medio de cultivo PDA a 25 °C, se registro 19, 29.8 y 35.4 % de germinacion de
teliosporas después de 48, 72 y 96 h, respectivamente. Las teliosporas formaron un
basidio septado con cuatro células, cada una de las cuales origind una basidiospora
que desarroll6 colonias tipo levadura de color crema. La desinfestacion de esporas con
CuSO0O4 al 1% inhibié la germinacién de contaminantes como Fusarium spp.

Los porcentajes de germinacién de teliosporas observados en esta investigacion
después de 24 h de incubacion fueron superiores a los reportados por Osorio y
Frederiksen (1998), quienes obtuvieron germinaciones maximas de 12% en PDA 'y 28%
en agua-sucrosa-agar después de 24 h de incubacion. Las diferencias pueden deberse
a las condiciones de almacenaje, incubacion y medio de crecimiento utilizado. Pai y Pan
(1964) observaron que teliosporas de S. reilianum almacenadas por 30 d sobre papel
hamedo a 30-35 °C germinaron a una tasa de 60-90% en una solucion de sucrosa; sin
embargo, cuando se mantuvieron durante el mismo tiempo en un ambiente frio y seco,
la germinacion fue 10%. En el presente estudio teliosporas conservadas en bolsas de

papel a 20+2 °C registraron un porcentaje maximo de germinacion de 35.4%.

2.5.2 Evaluacion de los tratamientos de inoculacion

Ninguno de los compuestos o material utilizados como vehiculo para la inoculacion
(NaCMC, Agrocer 010, dispersante, esmalte o cépsulas) tuvo efecto negativo en la
germinacién de las teliosporas, las cuales presentaron entre 34.2 y 35.4% de
germinacion después de 96 h de incubacion en oscuridad a 25 °C. En las plantas
testigo y en las que resultaron libres de infeccién, después de cada tratamiento con el
hongo, no se registré micelio ni alteraciones morfolégicas en las células de los tejidos
del mesocotilo (Figura 1A-1C). En contraste, en el parénquimay en la zona cercana a la
endodermis, de las plantulas infectadas, se observo intracelularmente micelio delgado
(0.9-1.3 um), liso y septado (Figura 1D-1F).
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En el mesocotilo de plantulas infectadas, el micelio de S. reilianum f. sp. zeae se
desarroll6 intracelularmente sin causar alteraciones en las células colonizadas ni
desarrollo de sintomas, pero no proliferd en los tejidos vasculares. Lo anterior coincide
con lo reportado por Martinez et al. (1999), quienes observaron que las células
infectadas del meristemo vegetativo tienen una actividad normal, por lo que el hongo
actla como un endofito biotréfico durante las primeras etapas de su desarrollo. Aunque
contrasta con lo reportado por Matyac (1985), quien encontré micelio de Sphacelotheca
reiliana en el floema y el xilema de plantas de maiz.

Por otra parte, las plantas inoculadas con teliosporas desarrollaron sintomas
caracteristicos de la enfermedad. A los 45 d después de la emergencia y a partir de la
cuarta hoja, se registraron manchas cloréticas (1-2 mm de diametro), tanto en la lamina
foliar como en la nervadura central (Figura 2A). En cortes transversales de estas zonas
cloréticas, se observo la presencia de micelio intracelular que fue mas abundante en la
zona con clorosis (Figura 2B). A los 102 d después de la siembra, se encontr
formacién de soros tanto en la panoja como en la mazorca de las plantas. Las panojas
fueron parcialmente invadidas por el carbon, lo que afectd el desarrollo de las
espiguillas y con ello la produccién de polen (Figura 2C). Asi mismo, la produccién de

grano resulté afectada por el desarrollo de soros en la mazorca (Figura 2C).

El reemplazo total o parcial de las estructuras de la panoja y la mazorca por soros, es
una de las principales caracteristicas de la infeccion y del desarrollo de la enfermedad
por S. reilianum en maiz (Pataky, 1999; Matyac y Kommedahl, 1985a). Por otra parte,
Foster y Frederiksen (1977) registraron el desarrollo de manchas cloréticas en hojas
como el sintoma inicial en el desarrollo de la enfermedad en plantulas. En el presente
trabajo, tanto las plantulas del cultivar CBT como las de hibrido AS-910 presentaron
manchas cloréticas en etapas tempranas y posteriormente desarrollaron soros durante
la etapa de floracion. Por lo anterior, la aparicion de pequefias manchas cloréticas a
partir de la cuarta hoja podria usarse como un indicador de la infeccién por S. reilianum
f. sp. zeae en maiz. Previamente, Matyac y Kommedahl (1985b) usaron este sintoma
como un indicador indirecto de la infeccidbn en plantas inoculadas artificialmente y

desarrolladas en invernadero.
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Figura 1. Cortes transversales de tejido del mesocotilo de plantulas de maiz 25 d
después de la siembra. A-C) Tejido de plantula no infectada. D-F) Tejido de
plantula infectada. A) Células de la epidermis y parénquima. B) Células del
parénquima. C) Células de la endodermis y cilindro vascular. D y E) Células del
parénquima infectadas con micelio de Sporisorium reilianum f. sp. zeae. F) Micelio
intracelular de S. reilianum f. sp. zeae infectando a células del parénquima
cercanas a la endodermis.
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Figura 2. Material vegetal con sintomas y signos del carbdn de la espiga del maiz
causado por Sporisorium reilianum f. sp. zeae. Material colectado de plantas del
hibrido AS-910 desarrolladas a partir de semillas inoculadas con una suspensiéon
de 1% de carboximetilcelulosa de sodio y 1.7x10’ teliosporas mL™, incubadas en
condiciones controladas de 25 °C con 12 h de luz. A) Hoja con manchas cloréticas
en nervadura central y lamina foliar 45 d después de la emergencia. B) Tejido con
crecimiento de micelio intracelular obtenido de la zona clorética de la hoja. C)
Soros formados en panoja y mazorca, 102 d después de la siembra. D) Planta
adulta con teliosporas en la panoja.

En esta investigacion, ademas de la evidencia del micelio en el tejido del hospedante y
la presencia de soros al final del experimento se adiciond la verificacion molecular de la
identidad del micelio en las plantulas colectadas después de 25 dias de siembra.
Cuando se utiliz6 ADN de tejido vegetal de plantulas desarrolladas a partir de semillas
inoculadas con S. reilianum f. sp. zeae se amplific6 un segmento de 0.96 kb con los
iniciadores SR1 y SR2. Este fragmento 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 coincide con el reportado por Xu et al., (1999) para S. reilianum f. sp.
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zeae. En contraste, no se obtuvo amplificacion con las muestras de ADN de tejido
vegetal de plantulas desarrolladas a partir de semillas no inoculadas con el hongo
(Figura 3).

0.96 kb —» =%

Figura 3. Productos de amplificacion mediante PCR empleando el par de
iniciadores SR1 y SR2; M. marcador molecular 1 kb; 1. ADN de colonias
desarrolladas en medio de cultivo; 2. ADN de tejido vegetal de plantulas de
maiz desarrolladas a partir de semillas inoculadas con Sporisorium reilianum f.
sp. zeae; 3. ADN de tejido vegetal de plantulas de maiz desarrolladas a partir
de semillas no inoculadas con el hongo; 4. Agua.

El nimero de plantulas infectadas con micelio de S. reilianum f. sp. zeae, observado en
tejido del mesocotilo 25 d después de la siembra se presenta en el Cuadro 1. Tanto el
cultivar CBT como el AS-910 presentaron infeccion cuando las semillas se inocularon
con NaCMC y 1.7x10 teliosporas mL™. Este tratamiento registr6 valores de infeccién
de 93.3y 96.6% en CBT y AS-910, respectivamente, significativamente superiores a los
demas (P<0.05). La inoculacion con capsulas, semilla impregnada y esmalte produjo
infeccion de plantulas en ambos materiales de maiz, pero sin ser significativamente
diferentes del testigo (P>0.05). Ningun tratamiento afectd negativamente la germinacion

de las teliosporas.
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En este trabajo, el porcentaje de infeccion obtenido con NaCMC fue superior al
reportado por Baggett y Koepsell (1983), quienes al inocular semillas de maiz dulce de
un cultivar susceptible, con metilcelulosa y teliosporas de Sphacelotheca reiliana

obtuvieron como maximo 54.5% de infeccion en campo.

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

Tratamiento Infeccidn de plantulas de maiz (%)
Criollo Blanco de Toluca Hibrido AS-910

1) Carboximetilcelulosa de sodio 93.3 96.6
2) Cépsulas 6.6 20.0
3) Agrocer 0.0 6.6
4) Dispersante 0.0 6.6
5) Semilla impregnada 10.0 13.3
6) Semilla con dafio 0.0 0.0
7) Esmalte 6.6 13.3
8) Testigo 0.0 0.0
Coeficiente de variacion (%) 50.88 62.18
DMSq.05 9.61 15.78
DMSg 01 12.96 21.25

DMS=Diferencia minima significativa.

2.5.3 Relacién entre concentracion de indculo y numero de plantulas infectadas
Los resultados muestran que el nimero de plantulas infectadas por S. reilianum f. sp.
zeae vario de acuerdo con la cantidad de teliosporas utilizadas en la inoculacién de
semillas del cultivar AS-910. Es decir, se registré una relacién directa (r=0.97, r’=0.95)
entre la concentracién de inéculo y el nimero de plantulas infectadas. EI mayor
porcentaje de plantulas infectadas (90 y 95%) se obtuvo cuando las semillas se
inocularon con las concentraciones de 1.4x10°, 1.6x10’ y 1.7x10’ teliosporas mL™ty 1%
de NaCMC. Estas concentraciones de inbéculo dieron porcentajes de infeccion
estadisticamente superiores (P<0.05) a los registrados con las concentraciones

menores (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Efecto de la concentracion de inGculo de
Sporisorium reilianum f. sp. zeae en el porcentaje de
infeccién de plantulas de maiz del hibrido AS-910.

Concentracién de inéculo Plantulas infectadas

(teliosporas mL™) (%)
2x10° 20

4x10° 15

6x10° 35

8x10° 40

1x10’ 60
1.2x10’ 80
1.4x10’ 90
1.6x10’ 95
1.7x10’ 95
Coeficiente de variacion (%) 30.63
DMS ¢.0s 23.24
DMS o1 31.35

DMS=Diferencia minima significativa.

El escape a la enfermedad en ensayos de campo se explica por la falta de uniformidad
en la distribucion del inéculo; sin embargo, la cantidad de inéculo asi como las
condiciones de luz y temperatura también son factores importantes a considerar (Osorio
y Frederiksen, 1998; Stromberg et al., 1984; Baggett y Koepsell, 1983), lo anterior
coincide con este estudio ya que se registré una mayor incidencia de la enfermedad
cuando las semillas se inocularon con altas concentraciones de teliosporas y se
mantuvieron en condiciones controladas de 25 °C con fotoperiodo de 12 h luz. En
promedio, se aplicaron 18.6 mg de teliosporas por semilla cuando éstas se trataron con
una suspension de 1.7x10’ teliosporas mL™, lo que resulté en 95% de infeccién.

2.6 Conclusiones

Los tratamientos de inoculacion no registraron un efecto negativo en el porcentaje de
germinacion de teliosporas, pero la inoculacion de semillas de maiz con una suspension
de 1.7x10" mL? teliosporas de Sporisorium reilianum f. sp. zeae y 1% de

carboximetilcelulosa de sodio, induce un 96.6% de plantulas infectadas.
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El método de tincion diferencial con azul de algodon a 0.5 % en lactofenol y safranina a
1% en etanol a 70% aplicado en cortes transversales del mesocotilo de plantulas de
maiz 25 dias después de la siembra, es efectivo en la tincién de micelio de S. reilianum

f. sp. zeae.

En inoculaciones artificiales de semilla de maiz con teliosporas de carbon de la espiga,
la cantidad de in6culo aplicado determiné el porcentaje de plantulas infectadas.

Es posible la identificacion del micelio infectivo presente en el mesocotilo, mediante el

uso de la reaccion en cadena de la polimerasa e iniciadores especificos.
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CAPITULO Il

RESPUESTA DE LINEAS S; Y S, DE MAIZ A LA INFECCION POR Sporisorium

reilianum f. sp. zeae

3.1 Resumen

Durante 2008 y 2009, en el Colegio de Postgraduados, México, se evaluo la respuesta
a la infeccibn por Sporisorium reilianum f. sp. zeae en lineas S; y S, de maiz,
procedentes de poblaciones de amplia base genética, una con endospermo blanco y
otra con esdospermo amarillo. Los ensayos se realizaron en condiciones de
invernadero y campo utilizando un método de inoculacion novedoso que ha demostrado
su eficiencia. El objetivo fue identificar germoplasma resistente a este patdgeno, para
implementar su uso en un programa de mejoramiento de resistencia genética a la
enfermedad. En 258 lineas S; de endospermo blanco se observaron incidencias de 0 a
92.3 % y de 0 a 41.7% en las 71 de endospermo amarillo. En base a la incidencia y
caracteristicas agronémicas deseables, en vivero de seleccion establecido en campo se
seleccionaron y autofecundaron 38 lineas S; de endospermo blanco con incidencias de
0a7.7% y 24 de endospermo amarillo con incidencias de 0 a 12.5%. Se obtuvieron 123
y 114 lineas S, de endospermo blanco y amarillo, respectivamente. Estas lineas S, se
inocularon y evaluaron en condiciones de invernadero, en donde la incidencia de la
enfermedad fue de 0 a 42.8% y de 0 a 28.5%, respectivamente. Esta técnica probd que
inoculacion de semillas con una suspension de teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae
de 1.7x10" teliosporas mL™ a 1% de carboximetilcelulosa de sodio y siembra en
invernadero, permite identificar lineas con diferente porcentaje de infeccion, ademas de
seleccionar materiales resistentes. Las lineas seleccionadas en el presente estudio
podran ser recombinadas o autofecundadas para su utilizacion en programas de
seleccién de resistencia genética a la enfermedad en los Valles Altos de México.
Palabras clave: carbén de la espiga, resistencia, inoculacion de semilla, teliosporas,

carboximetilcelulosa.
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3.2 Abstract

Response of S; and S, maize lines to the infection by Sporisorium reilianum f. sp.
zeae. During 2008 and 2009, in the Colegio de Postgraduados, Mexico, the response to
the infection by Sporisorium reilianum f. sp. zeae in S; and S, maize lines was
evaluated. The lines were originated from wide genetic base maize populations with
endosperm white or yellow. The tests were carried out in both greenhouse and field
conditions, using a novel method of inoculation that has demonstrated its efficiency. The
objective was to identify resistant germplasm to this pathogen, and implement its use in
a genetic breeding program. In 258 S; lines with white endosperm were observed
incidences from 0 to 92.3% and from 0 to 41.7% in 71 S, lines with yellow endosperm.
On the basis of incidence and agronomic characteristics, in a breeding nursery in field
conditions, 38 S; lines with white endosperm were selected, with incidences from 0 to
7.7% and 24 yellow lines with incidences from 0 to 12.5%. Selected plants in selected S;
lines were self-pollinized and 123 and 114 S; lines with white or yellow endosperm, were
obtained; the incidence in these lines was from 0 to 42.8% and from O to 28.5%,
respectively. By means of seeds inoculation with a teliospores suspension of S.
reilianum f. sp. zeae at a concentration of 1.7x107 teliospores mL™ and 1% of sodium
carboximethylcellulose planted in a greenhouse conditions, allows to identify lines with
different infection percentage, and select resistant germplasm. The selected lines in this
research could be recombined or continued inbreeding for their use in plant breeding
programs for selection of resistant germplasm in High Valleys of Mexico.

Key  words: head smut, resistance, seed inoculation, teliospores,
carboximethylcellulose.

3.3 Introduccién

El maiz (Zea mays L.) es susceptible a varias enfermedades, las cuales afectan a las
plantas en diferentes etapas de su desarrollo. En este contexto, el carbon de la espiga
causado por Sporisorium reilianum f. sp. zeae (Kuhn) Langdon y Fullerton, sinébnimo
Sphacelotheca reiliana (Khin) Clint. (Matyac y Kommedahl, 1985a; Matyac y
Kommedahl, 1985b) ha sido un serio problema desde la década de 1970 en diferentes
paises incluyendo Estados Unidos, México, Australia, China, Sudafrica y Francia (Jin et
al., 2000; Bernardo et al., 1992; Stromberg, 1981).
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Los sintomas del carbon de la espiga son visibles hasta la floracion, aun cuando el
patégeno infecta la raiz durante la germinacion y primeras etapas de desarrollo de la
plantula de maiz (Martinez et al.,, 2000). Posteriormente, el micelio infectivo invade
sistemicamente los tejidos, hasta llegar al meristemo apical (Martinez et al., 1999;
Frederiksen y Reyes, 1980). El principal dafio es ocasionado durante la floracion,
cuando el micelio establecido en el meristemo produce soros que reemplazan a la
mazorca y panoja. Al madurar, los soros liberan las teliosporas, las cuales caen al suelo
y son transportadas por aire a cortas distancias (Montes y Diaz, 2006).

Debido a que el indculo se encuentra en el suelo de cultivo, los esfuerzos por combatir
a esta enfermedad se enfocan en evitar la infeccion durante el desarrollo de la plantula.
Para esto se han utilizado diferentes estrategias de control como el tratamiento de
semilla con fungicida (Wright et al., 2006; Pradhanang y Ghimire, 1996; Martinez y
Ledesma, 1990; Stienstra et al., 1985), practicas culturales (Matyac y Kommedahl,
1985a; Mack et al., 1984) y la resistencia del hospedante (Song et al., 2000; Stromberg
et al., 1984; Baggett y Koepsell, 1983), siendo esta ultima la mas significativa ya que
evita dafios ecoldgicos y reduce los costos de produccion.

Son varios los esfuerzos realizados con el fin de identificar genotipos resistentes al
carbon de la espiga. Entre estos destacan los trabajos realizados en china (Wang et al.,
2008; Duan et al., 1992), Kenya (Njuguna, 2001), Francia (LUbberstedt et al., 1999),
Estados Unidos de Norteamérica (Baggett y Koepsell, 1983) y Sudéfrica (Krlger, 1962).
En México, a pesar de que es una enfermedad importante en los Valles Altos de México
(estados de Hidalgo y México), los programas de mejoramiento no contemplan la
seleccion para resistencia y Unicamente se han determinado porcentajes de incidencia
en materiales comerciales, en evaluaciones hechas bajo condiciones de infeccion
natural.

Afortunadamente, mediante la colaboracion de diferentes instituciones, se cre6 un
programa de mejoramiento genético contra el carbdn de la espiga en los Valles Altos,
en el cual se han generado y seleccionado diferentes lineas de maiz de endospermo
blanco o amarillo con el propésito de aumentar sus niveles de resistencia. Por lo
anterior, el objetivo del presente trabajo fue generar lineas S; y determinar si estas
lineas son susceptibles o resistentes a S. reilianum f. sp. zeae, evaluadas bajo

condiciones de inoculacioén artificial a la semilla.
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3.4 Materiales y métodos

La respuesta a la infeccion por S. reilianum f. sp. zeae en lineas S; y S, de maiz se
determind durante los afios 2008 y 2009, en las instalaciones del Colegio de
Postgraduados en Ciencias Agricolas, carretera México-Texcoco Km. 36.5, Montecillo,
Texcoco, estado de México. Por otra parte, la generacion y seleccion de lineas S1y S;
se realiz6 en campo, en un vivero de seleccién ubicado en un terreno libre de la
enfermedad en el estado de Tlaxcala. Cada ensayo de inoculacion de lineas con

esdospermo blanco o amarillo se repitio dos veces.

3.4.1 Respuesta a la infeccion por S. reilianum f. sp. zeae en lineas S; de maiz
3.4.1.1 Material vegetal

Lineas S; procedentes de una poblacién con grano de endospermo blanco y otra con
endospermo amarillo, con amplia base genética, derivadas de un programa de
seleccién y mejoramiento para S. reilianum f. sp. zeae en de los estados de México e
Hidalgo, fueron utilizadas para evaluar su resistencia o0 susceptibilidad a dicho
patdogeno. En total, se evaluaron 258 lineas S; de endospermo blanco y 71 de
endospermo amarillo.

Las lineas se generaron en un vivero de seleccion y mejoramiento que se establecio en
el estado de Tlaxcala sin incidencia de la enfermedad. Veintidds semillas de cada linea

se sembraron en un surco de 3 m de largo.

3.4.1.2 In6culo

Se utilizaron teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae obtenidas de panojas y mazorcas de
plantas de maiz infectadas. 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.

La viabilidad del patdogeno se determindé en medio de cultivo PDA. Una suspension de
teliosporas previamente desinfestadas, se prepar6 a una concentracion de 50 000
teliosporas mL™ de agua destilada estéril. Se deposité 0.5 mL de la suspensién por caja
Petri con PDA, cada alicuota se distribuyé uniformemente sobre el medio de cultivo con
un triangulo de vidrio estéril. Las cajas se colocaron en una incubadora donde

permanecieron en oscuridad a 25 °C. El porcentaje de germinacién se determin6 a 96 h
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de incubacion. El total de teliosporas en cuatro campos del microscopio de luz, a una
magnificacion de 40X, fue cuantificado y se registré el nUmero de esporas germinadas.
La media del porcentaje de germinacién por caja Petri fue calculado usando la media de

cuatro campos observados.

3.4.1.3 Inoculacion de semillas
Veintidés semillas de cada linea se depositaron en sobres de papel por separado.
Posteriormente se prepard una suspension de carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC) a
1% en agua destilada estéril y 1.7x10’ teliosporas mL™. Las semillas de cada linea se
sumergieron por separado en esta suspension durante 1 min. Las semillas se
recuperaron y secaron con ventilador durante 24 h en laboratorio a 22 °C. Semillas del

hibrido susceptible AS-910 fueron usadas como testigo.

3.4.1.4 Siembra

Las semillas tratadas se sembraron en macetas con suelo a una profundidad de 2 cm.
el suelo present6 un pH de 8, conductividad eléctrica de 5.08 dSm™, contenido de
materia organica de 3.23% Yy textura franco-arenosa (arena 75.6%, limo 14.5% y arcilla
9.9%). Se utiliz6 una maceta por cada linea y las macetas se colocaron en un
invernadero en el Colegio de Postgraduados. Después de la siembra, las macetas se
regaron a capacidad de campo. Para incrementar el porcentaje de infeccion, se evito el
riego constante durante las primeras etapas de desarrollo de las plantulas. Temperatura
y humedad dentro del invernadero asi como temperatura y humedad en el suelo fueron
registradas (Datalogger Watchdog, modelo 450).

3.4.1.5 Evaluacion de la infeccion
La respuesta a la infecciébn se registrd durante floracion por observaciéon visual de
sintomas del carbdn tanto en la mazorca como en la panoja de las plantas de cada
linea. Se considerd planta enferma a aquella con presencia de soros en la mazorca, en

la panoja o en ambos. Se determiné el porcentaje total de plantas infectadas por linea.
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3.4.2 Respuesta a la infeccidén por S. reilianum f. sp. zeae en lineas S, de maiz
Treinta y tres semillas sin inocular de las lineas S;, se sembraron en campo en un
vivero de seleccion en un terreno sin problemas de la enfermedad en el estado de
Tlaxcala. En este lote, las mejores lineas se seleccionaron en base a caracteristicas
agronomicas y bajo porcentaje de incidencia a carbon de la espiga evaluada
previamente en condiciones de invernadero. Seis o0 siete plantas de las lineas
seleccionadas se autofecundaron para obtener mazorcas S,. Después de cosecha, las
semillas de mazorcas S, se inocularon y sembraron utilizando las metodologias antes
mencionadas. La respuesta a la infeccion se registré durante floracion, por observacion
visual de sintomas del carbén tanto en la mazorca como en la panoja de las plantas de
cada linea En total, se evaluaron 123 lineas S, de endospermo blanco y 114 de

endospermo amarillo.

3.5 Resultados y discusion

3.5.1 Respuesta a la infeccion por S. reilianum f. sp. zeae en lineas S; de maiz
Las teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae utilizadas como inéculo, presentaron un
porcentaje de germinacion de 31% después de 96 h de incubacion en oscuridad a 25
°C. Las teliosporas formaron un basidio septado con cuatro células, cada una de las
cuales origin6é una basidiospora, estas Ultimas desarrollaron colonias de color crema y

con crecimiento tipo levadura.

3.5.1.1 Sintomas en plantas

Los sintomas se observaron durante la floracion en invernadero (Figura 1), en plantas
en gue las mazorcas fueron reemplazadas por soros en las plantas infectadas de
diferentes lineas. Dentro de los soros se observaron las teliosporas agrupadas en una
masa de color negro. En la panoja las florecillas fueron reemplazadas por teliosporas,
también se presento la proliferacion de espiguillas y en algunos casos una filodia de
bracteas. Las plantas que presentaron estos sintomas fueron clasificadas como
positivas a la infeccion por S. reilianum f. sp. zeae, y sirvieron para determinar el
porcentaje de incidencia de la enfermedad en las lineas S; y S, evaluadas.

Los signos y sintomas, observados en la mazorca y panoja coinciden con los
reportados por Pataky (1999), Baggett y Kean (1989) y Stromberg et al. (1984). La
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infeccion en la panoja fue mas facil de identificar a simple vista, mientras que la

mazorca tuvo que ser seccionada para poder observar la presencia del patégeno.

Figura 1. Sintomas 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 1.7x10’ teliosporas mL™ a 1% de
carboximetilcelulosa de sodio y sembradas en invernadero. A) Formacion de
soros en la mazorca. B) Formacion de soros en la panoja.

3.5.1.2 Evaluacién de la incidencia en lineas S;

En los experimentos llevados a cabo para evaluar la respuesta de diferentes lineas S;
de maiz a la infeccién de S. reilianum f. sp. zeae con inoculacion artificial, se observé
una incidencia de 92.3 y 41.7% en las lineas mas susceptibles con endospermo blanco
y amarillo, respectivamente.

El porcentaje de lineas de maiz y su porcentaje de infeccién por S. reilianum f. sp. zeae
se muestra en las Figuras 2 y 3. La incidencia del carbon de la espiga en los materiales
de endospermo blanco se presenté de 0 a 70% en las dos diferentes evaluaciones,
(Figura 2a y 2b), solamente una linea present6 un valor de incidencia de 92.3 y 81.3%
en la primera y segunda evaluacion, respectivamente; incluso superé al testigo que
presentd un valor de 77.8% de incidencia de la enfermedad. En el caso de las lineas de
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endospermo amarillo, la distribucion de la incidencia se presentdé de 0 a 40% en el

primer experimento (Figura 3a) y de 0 a 41.7% en el segundo (Figura 3b).
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Figura 2. Porcentaje de lineas S; de maiz de endospermo blanco afectadas con
carbon de la espiga en plantas en etapa de floracién. A) Primera evaluacion (2008). B)
Segunda evaluacion (2009).
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Figura 3. Porcentaje de lineas S; de maiz de endospermo amarillo afectadas con
carbon de la espiga en plantas en etapa de floracion. A) Primera evaluacion (2008). B)
Segunda evaluacion (2009).

De las 258 lineas de endospermo blanco, el 42.6% presentaron incidencias de 0%, el
17.8% incidencias entre 1 y 10%, y el resto incidencias entre 11 y 92.3% en la primera
evaluacion (Figura 2a). Sin embargo, en la segunda evaluacion el 52.3% present6

incidencia de 0%, el 15.9% entre 1 y 10% de incidencia, y las demas entre 11 y 90%
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(Figura 2b). A pesar de las diferencias entre evaluaciones, se observo que de las 258
lineas, el 46.1% presentaron igual valor de incidencia en las dos diferentes
evaluaciones y el 18.2% valores similares.

En el caso de las 71 lineas S; de endospermo amarillo, el 49.3% presentaron
incidencias de 0%, el 23.9% incidencias entre 1y 10%, y el resto incidencias entre 11y
40% en la primera evaluacion (Figura 3a). En la segunda evaluacion, el 47.9% presento
incidencia de 0%, el 12.7% entre 1 y 10% de incidencia, y las demas entre 11y 41.7%
(Figura 3b). Sin embargo, se observé que de las 71 lineas, el 42.3% presentaron
valores de incidencia de igual valor, el 16.9% valores similares entre las diferentes
evaluaciones.

Los valores promedio de temperatura en la primera evaluacion (afio 2008) fueron de
19.4 y 22.1 °C para el suelo y ambiente, respectivamente; la humedad relativa fue de
70%. En la segunda evaluacion se registro una temperatura de 18 °C en el suelo y de
22.23 °C en el ambiente. La humedad relativa fue de 68.1%.

Con base en los resultados de infeccién obtenidos en invernadero y caracteristicas
agronomicas observadas en campo, en el vivero de mejoramiento se eligieron 38 lineas
S; de endospermo blanco, de las cuales 28 presentaron 0% de incidencia y 10 con
incidencias de 5.3-7.7%. De las lineas S; de endospermo amarillo se seleccionaron 24
lineas, de las cuales 13 presentaron 0% de incidencia, y 11 con incidencias de 5.3-
12.5%. Las plantas de las lineas S; se autofecundaron, y después las semillas S, se
sometieron a inoculacion y evaluacion de la respuesta a la infeccién con S. reilianum f.

sp. zeae.

3.5.2 Infeccidn por S. reilianum f. sp. zeae en lineas S, de endospermo blanco y
amarillo
La distribucion de la incidencia del carbon de la espiga en lineas S, con endospermo
blanco o amarillo (Figuras 4 y 5), se presentd de 0 a 42.8% para los de endospermo
blanco, de 0 a 28.5% en las lineas de endospermo amarillo y 86.1% en el testigo.
De las 123 lineas de endospermo blanco, el 79.7% presentaron incidencias de 0%, el
17.1% incidencias entre 1 y 10%, y el 3.2% incidencias entre 11 y 42.8%. En el caso de

las 114 lineas de endospermo amarillo, el 73.7% presentaron incidencias de 0%, el
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19.3% incidencias entre 1y 10%; y el 7% de las lineas, incidencias entre 11 y 28.5%.
Durante el desarrollo del ensayo en invernadero se registraron temperaturas promedio
de 18.47 °C en el suelo y 21.61 °C en el ambiente, ademas de una humedad relativa
promedio de 69.76%.
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Figura 4. Porcentaje de lineas S, de maiz de endospermo blanco afectadas con
carbon de la espiga en plantas en etapa de floracion (2009).
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Figura 5. Porcentaje de lineas S, de maiz de endospermo amarillo afectadas con
carbon de la espiga en plantas en etapa de floracion (2009).
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La respuesta de plantas de maiz a la infeccibn de S. reilianum f. sp. zeae ha sido
evaluada con el objetivo de identificar germoplasma resistente, para esto se han
utilizando diferentes métodos de inoculacién de semilla al momento de la siembra; al
respecto Njuguna y Odhiambo (1989), reportan incidencias de hasta 62.8% con la
deposicion de teliosporas sobre la semilla; Stromberg et al. (1984), obtuvieron
incidencias de hasta 56% mediante inoculacion a la semilla con sustrato contaminado
con teliosporas. En el presente estudio, la inoculacion de semilla se realiz6 con una
suspension de 1% de NaCMC y 1.7x10’ teliosporas mL™, y se obtuvieron incidencias en
lineas S; de 0 a 92.3% en los materiales de endospermo blanco y de 0 a 41.7% en las
de endospermo amarillo. Por otra parte, en lineas S,, la distribucion de la infeccion
presenté incidencias de 0 a 42.8% en las lineas de endospermo blanco y de 0 a 28.5%
en las de endospermo amarillo, en ambos tipos de lineas la proporcion de estas con 0%
de incidencia fue mayor. Lo anterior demuestra que este novedoso método de
inoculacion, propicia niveles de infeccion confiables en un programa de seleccion de
germoplasma resistente al carb6n de la espiga.

En las diferentes lineas inoculadas, la presencia o ausencia de soros en la mazorca o
en la panoja fue usada como indicador de la infeccion. Se determiné que es posible
identificar y desarrollar germoplasma de maiz resistente a S. reilianum f. sp. zeae
mediante seleccion fenotipica en condiciones de inoculacion artificial lo cual coincide
con diferentes autores (Li et al., 2008; Njuguna, 2001; Whythe y Gevers, 1988; y
Stromberg et al., 1984).

En las diferentes evaluaciones llevadas a cabo, se identificaron varias lineas tanto de
endospermo blanco como amarillo que presentaron una estable y consistente
resistencia a S. reilianum f. sp. zeae en las dos evaluaciones hechas para lineas S;. Sin
embargo, solo se seleccionaron 38 lineas de color blanco y 24 amarillas para generar
lineas S, debido a que estas presentaron las mejores caracteristicas agronémicas.
Ademas de contar con un buen método de inoculacion, la temperatura y humedad del
suelo son factores importantes en la germinacion de teliosporas e infecciéon del
hospedante. La temperatura del suelo registrada durante el desarrollo de los diferentes
ensayos oscilo entre los 18.47 y 19.4 °C, lo cual difiere con Matyac y Kommedahl
(1985a) y Baier y Kruger (1962), quienes reportan que temperaturas entre 23 y 30 °C

son ideales para la germinacion de las teliosporas e infeccion de las plantulas.
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Adicionalmente, durante la germinacién de las semillas y primeras etapas de desarrollo
de las plantulas, se evitd el riego constante, manteniendo el contenido de humedad del
suelo en promedio de 26.18 kPa, equivalentes a 0.2618 bar, estos resultados también
difieren a los reportados por Matyac y Kommedahl (1985a) quienes reportan que una
humedad del suelo correspondiente a 1.5 bar, propicia un mayor niumero de plantas
infectadas, obteniendo incidencias de 32%. A pesar de esto, en el presente estudio se
obtuvieron incidencias desde 0 hasta 92.3%, lo cual indica que bajo estas condiciones

es posible identificar germoplasma resistente al carbon de la espiga.

3.6 Conclusiones
Existen fuentes de resistencia Gtiles contra S. reilianum f. sp. zeae dentro de las
poblaciones de lineas de maiz evaluadas, las cuales son producto de un programa de

mejoramiento genético de resistencia a este patdgeno.

La inoculacion de semillas de maiz con una suspension de teliosporas de S. reilianum f.
sp. zeae de 1.7x10’ teliosporas mL™ a 1% de carboximetilcelulosa de sodio y la siembra

en invernadero, permite identificar lineas con diferente porcentaje de infeccion.

Las lineas resistentes identificadas en el presente estudio, permitiran a mejoradores y
productores de semilla la reduccion de pérdidas ocasionadas por S. reilianum f. sp.

zeae.
3.7 Literatura citada
Baggett, J. R., and Kean, D. 1989. Reduction on plant height by head smut infection in

sweet corn cultivars. HortScience 24:497-499.

Baggett, J. R., and Koepsell, P. A. 1983. Field inoculation of sweet corn with the head
smut pathogen (Sphacelotheca reiliana). HortScience 18:67-68.

Baier, W., and Kruger, W. 1962. Sphacelotheca reiliana on maize. Il. Field studies on
the effect of soil conditions. South Africa J. Agric. Sci. 5:183-190.

43



Bernardo, R., Bourrier, M., and Oliver, J. L. 1992. Generation means analysis of

resistance to head smut in maize. Agronomie 12:303-306.

Duan, Y. Z., Li, X. X,, Ai, F. Z,, Yang, J. H., and Li, F. M. 1992. Selection and
identification on resistance resource of corn head smut of Shanxi Province. Acta
Agric. Sin. 1:83-86.

Frederiksen, R. A., and Reyes, L. 1980. The head smut program at Texas A&M. pp.
367-372. In: R.J. Williams, R.A. Frederiksen, L.K. Mughogho, and G.D. Bengston
(eds.). Sorghum Diseases: A World Review. ICRISAT. Patancheru, A.P., India.

Ingold, C. T. 1994. Products of teliospore germination in Sporisorium spp. Mycol. Res.
98:467-473.

Jin, Q. M., Li, J. P., Zhang, X. W., Wang, G. X.,, Song, S. Y., Liu, Y. C., and Wang, L. X.
2000. Establishment IPM of system of corn diseases and pest insects in the

spring corn belt. J. Maize Sci. 8:84-88.

Kriiger, W. 1962. Sphacelotheca reiliana on maize. |. Infection and control studies,
South Africa J. Agric. Sci. 5:43-56.

Li, X. H., Wang, Z. H., Gao, S. R., Shi, H. L., Zhang, S. H., George, M. L. C., Li, M. S,,
and Xie, C. X. 2008. Analysis of QTL for resistance to head smut (Sporisorium

reiliana) in maize. Field Crops Res. 106:148-155.

Lubberstedt, T., Xia, X. C., Tan, G., Liu, X., and Melchinger, A. E. 1999. QTL mapping of

resistance to Sporisorium reiliana in maize. Theor. Appl. Gene. 99:593-598.

Mack, H. J., Baggett, J. R., and Koepsell, P. A. 1984. Effects of cultural practices on the

incidence of head smut in sweet corn. HortScience 19:77-78.

44



Martinez, C. A., Jauneau, C., Roux, C., Savy, C., and Dargent, R. 2000. Early infection

of maize roots by Sporisorium reilianum f. sp. zeae. Protoplasma 213:83-92.

Martinez, C. A., Roux, C., and Dargent, R. 1999. Biotrophic development of Sporisorium
reilianum f. sp. zeae in vegetative shoot apex of maize. Phytopathology 89:247-
253.

Martinez, R. J. L., y Ledesma, M. J. 1990. Control quimico del carbon de la espiga
Sphacelotheca reiliana (Kihn) Clint. del maiz, en el Valle de Zapopan, Jalisco.
Rev. Mex. Fitopatol. 8:68-70.

Matyac, C. A., and Kommedahl, T. 1985a. Factors affecting the development of head
smut caused by Sphacelotheca reiliana on corn. Phytopathology 75:577-581.

Matyac, C. A., and Kommedahl, T. 1985b. Occurrence of chlorotic spots on corn
seedlings infected with Sphacelotheca reiliana and their use in evaluation of head
smut resistance. Plant Dis. 69:251-254.

Montes, G. N., y Diaz, F. A. 2006. Fitopatologia. pp. 192-213. En: L.A. Rodriguez del
Bosque (ed.). Campo Exptl. Rio Bravo: 50 afios de Investigacion Agropecuaria
en el Norte de Tamaulipas, Historia, Logros y Retos. Capitulo 12. Libro Técnico

No. 1. Campo Exptl. Rio Bravo. INIFAP. Rio Bravo, Tamaulipas, México. 325 p.

Njuguna, J. G. M. 2001. Combating head smut of maize caused by Sphacelotheca
reiliana through resistance breeding. Seventh East. South. Africa Reg. Mize Conf.
pp 110-112.

Njuguna, J. G. M., and Odhiambo, R. O. 1989. Head smut distribution, expression and

genetic resistance of maize to Sphacelotheca reiliana in Kenya. East African
Agric. Fores. J. 55:81-83.

45



Pataky, J. K. 1999. Smuts. pp 33-35. In: White D.G. (ed). Compendium of corn
diseases. 3rd. Ed. St. Paul, MN, APS Press.

Pradhanang, P. M., and Ghimire, S. R. 1996. Fungicide management of maize head

smut (Sphacelotheca reiliana) by seed treatment. Trop. Agric. 73:325-328.

Song, S. Y., Sun, X. H., Guo, W. G., and Liu, J. R. 2000. Identification of germplasm for

resistance to head smut in maize. Agric. Sci. Jilin 25:32-33.

Stienstra, W. C., Kommedahl, T., Stromberg, E. L., Matyac, C. A., Windels, C. E., and
Morgan, F. 1985. Suppression of Corn head smut with seed and soil treatments.
Plant Dis. 69:301-302.

Stromberg, E. L., Stienstra, W. C., Kommedahl, T., Matyac, C. A., Windels, C. E., and
Geadelman, J. L. 1984. Smut expression and resistance of corn to
Sphacelotheca reiliana in Minnesota. Plant Dis. 68:880-884.

Stromberg, E. L. 1981. Head smut of Maize, a new disease in Minnesota.
Phytopathology 71:906.

Wang, Z. H., Li, X. H., Xie, C. X, Li, M. S., Hao, Z. F., George, M. L. C., Xiao, M. J.,
Gao, S. R., and Zhang, S. H. 2008. Genetic diversity in a collection of chinese
maize inbred lines for resistance to head smut caused by Sporisorium reiliana.
Maydica 53:47-54.

Whythe, I. V., and Gevers, H. O. 1988. Diallel analysis of resistance of eight maize
inbred lines to Sphacelotheca reiliana. Phytopathology 78:65-68.

Wright, P. J., Fullerton, R. A., and Koolaard, J. P. 2006. Fungicide control of head smut

(Sporisorium reilianum) of sweetcorn (Zea mays). New Zealand J. Crop and Hort.
Sci. 34:23-26.

46



CAPITULO IV

EVALUACION DE FUNGICIDAS PARA CONTROL DEL CARBON DE LA ESPIGA

(Sporisorium reilianum f. sp. zeae) DEL MAIZ

4.1 Resumen

El carbon de la espiga del maiz, causado por el hongo Sporisorium reilianum f. sp.
zeae, infecta las plantulas de este cultivo durante las primeras etapas de desarrollo
cuando germinan las teliosporas presentes en el suelo. Aun cuando la informacion
publicada sobre el control de esta enfermedad es controversial, es comun utilizar
fungicidas para el tratamiento de semilla. El objetivo de la presente investigacion fue
evaluar la efectividad de diferentes fungicidas sobre la germinacion de las teliosporas in
vitro y el control de la enfermedad en plantas de maiz mediante tratamiento de semilla.
En 2008 y 2009 se evaluaron los fungicidas siguientes: carboxin, carboxin+captan,
difeconazole, propiconazole, tebuconazole, tebuconazole+thiram y triadimenol. Los
fungicidas se evaluaron en tres diferentes dosis, alta (1.5x), recomendada (1x) y baja
(0.5x), donde “x” fue la dosis de aplicacién recomendada por el fabricante. Carboxin,
carboxin+captan, tebuconazole y tebuconazole+thiram, inhibieron completamente la
germinacién de teliosporas y desarrollo de colonias in vitro después de 96 h de
incubacion en oscuridad a 25 °C. En tratamiento de semilla, todos los fungicidas
redujeron significativamente el porcentaje de plantas infectadas por el hongo;
tebuconazole+thiram y tebuconazole resultaron en 0% de incidencia cuando se
aplicaron en la dosis comercial recomendada de 300 y 500 mL por 100 kg de semilla,
respectivamente.

Palabras clave: teliosporas, germinacion, dosis de aplicacion.

4.2 Abstract

Fungicide evaluation for control of head smut (Sporisorium reilianum f. sp. zeae)
on maize. Head smut of maize, caused by the fungus Sporisorium reilianum f. sp. zeae,
infects this crop during the first stages of development when the teliospores in the soll

germinate. Even though the published information about the control of the disease is
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controversial, the use of seed treatment with fungicides is the most common means to
control the disease. The objective of this study was to evaluate the effectiveness of
different fungicides on teliospores germination and the control of the disease on maize
plants by mean of seed treatment. In 2008 and 2009 the following fungicides were
evaluated: carboxin, carboxin+captan, difeconazole, propiconazole, tebuconazole,
tebuconazole+thiram and triadimenol. The fungicides were evaluated at three different
rates, high (1.5x), recommended (1x) and low (0.5x), where “x” was the application rate
recommended by the manufacturer. Carboxin, carboxin+captan, tebuconazole and
tebuconazole+thiram, completely inhibited the teliospore germination and colony
development in vitro after 96 h of incubation at 25 °C in darkness. On seed treatment, all
fungicides significantly reduced the percentage of infected plants, tebuconazole+thiram
and tebuconazole resulted in 0% of incidence when they were applied at the commercial
dose recommended of 300 and 500 mL 100 kg of seed™, respectively.

Key words: teliospores, germination, aplication rates.

4.3 Introduccion

La enfermedad carbén de la espiga del maiz (Zea mays L.), causada por el hongo
Sporisorium reilianum f. sp. zeae (Kuhn) Langdon y Fullerton (Basidiomycota,
Ustilaginaceae) sindbnimo Sphacelotheca reiliana (Khun) Clint. (Matyac y Kommedabhl,
1985a; Matyac y Kommedabhl, 1985b), cuyos sintomas se manifiestan al momento de la
floracién, ha sido un serio problema desde la década de 1970 en diferentes paises
incluyendo Estados Unidos de Nortedmerica, México, Australia, China, Sudafrica y
Francia (Stromberg, 1981; Bernardo et al., 1992; Jin et al., 2000).

El hongo S. reilianum f. sp. zeae infecta durante las primeras etapas de desarrollo de la
planta de maiz (Fredericksen, 1977), cuando la hifa parasitica penetra por la raiz
(Martinez et al., 2000) e invade los tejidos en forma sistémica hasta llegar al meristemo
apical (Frederiksen y Reyes, 1980; Martinez et al., 1999), resultando en el desarrollo de
soros en la panoja y mazorca (Pataky, 1999). En los soros se encuentran las
teliosporas, las cuales germinan en el suelo produciendo un basidio de cuatro células
(Ingold, 1994); cada célula origina una basidiospora haploide y la unién de dos
aislamientos compatibles haploides dan origen al dicarion (hifa parasitica). Debido a

gue la infeccion ocurre durante la germinacion de la semilla, el control quimico se basa
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en el tratamiento de esta con fungicidas (Fullerton, 2002; Wright et al., 2006) con el
propasito de evitar la germinacién de teliosporas y/o la infeccion de las plantulas.

En México el carbdn de la espiga es un problema severo sobre todo en el suroeste de
la Republica, en localidades que varian de 1500-1800 msnm. La enfermedad esta
presente en los estados de Jalisco, Nayarit, Michoacan y Guanajuato. Recientemente,
S. reilianum f. sp. zeae se detectd con considerable incidencia en los Valles Altos de
1800 a 2600 msnm de los estados de México e Hidalgo. Para controlar la enfermedad,
como medida de solucion a corto plazo se han utilizado diferentes fungicidas sistémicos
en tratamiento de semilla (Pérez et al., 2006; Martinez y Ledesma, 1990). Sin embargo,
existe incertidumbre acerca de la efectividad de estos fungicidas en el control de la
enfermedad, debido a que las evaluaciones se han realizado en campo, en terrenos con
problemas de la enfermedad donde la distribucién del indculo es aleatoria.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de diferentes
fungicidas en el control de la germinacion in vitro de teliosporas de Sporisorium
reilianum f. sp. zeae y en la infeccidbn de plantas desarrolladas a partir de semillas

inoculadas con el hongo.

4.4 Materiales y métodos

La investigacion se realizé en las instalaciones del Colegio de Postgraduados en
Ciencias Agricolas, carretera México-Texcoco, km 36.5, Montecillo, Texcoco, estado de
México, durante 2008 y 2009.

4.4.1 Evaluacién de fungicidas in vitro
4.4.1.1 Aislamiento
En este estudio, se utilizaron teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae obtenidas de
panojas y mazorcas de plantas de maiz naturalmente infectadas. 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.
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4.4.1.2 Fungicidas
Se evaluo el efecto de fungicidas sobre la inhibiciébn de germinacion y formacion de

colonias de S. reilianum f. sp. zeae (Cuadro 1).

Cuadro 1. Formulacion comercial de fungicidas seleccionados para evaluar su efecto
en el control del carbén de la espiga del maiz (Sporisorium reilianum f. sp. zeae).

Ingrediente activo Nombre Contenido de i.a. Dosis de aplicacion Accioén
(i.a) comercial
Carboxin* Vitavax 34FF 400 gi.a.L™ 250 mL 100 kg semilla™  Sistémico
Carboxin+captan* Vitavax 300  200+200 g i.a. Kg* 260 g 100 kg semilla™  Sistémico y
contacto
Difeconazole Sico 250gi.a. L™t 500 mL 100 L agua™ Sistémico
Propiconazole Tilt 250 gi.a. Lt 500 mL 100 L agua™ Sistémico
Tebuconazole Raxil 120 gia. L™ 500 mL 100 kg semilla ™ Sistémico
Tebuconazole+thiram  Raxil-Thiram  6.6+220 gi.a. L™ 300 mL 100 kg semilla™  Sistémico y
contacto
Triadimenol* Baytan 150 gi.a. L™ 500 mL 100 kg semilla™  Sistémico

* = Recomendado por el fabricante para el control de Sporisorium reilianum f. sp. zeae.

Cada fungicida fue adicionado a medio papa-dextrosa-agar (PDA) a una temperatura de
50 °C en la cantidad requerida para evaluar tres dosis: alta (1.5x), recomendada (1x) y
baja (0.5x), donde “x” fue la dosis de aplicacion indicada por el fabricante. En el caso
del testigo se utilizé agua destilada estéril. El fungicida y el PDA se mezclaron durante 1
min con un agitador magnético estéril. La mezcla se vacié en cajas Petri de plastico

dejando reposar por 48 h. Se prepararon cuatro cajas por tratamiento.

4.4.1.3 Germinacion de teliosporas y formacién de colonias
Se prepar6 una suspension de 50 000 teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae por mL en
agua destilada estéril. Posteriormente se depositdé 0.5 mL de la suspension por caja con
PDA mezclado con fungicida, cada alicuota se distribuyé uniformemente sobre el medio
de cultivo con un triangulo de vidrio estéril. Las cajas se incubaron por 96 h en
oscuridad a 25 °C. La efectividad de los fungicidas se determin6 en base al nUmero de
teliosporas germinadas y colonias desarrolladas en ese lapso de tiempo. El porcentaje
de inhibicion de la germinacion y desarrollo de colonias para cada dosis se calculé con

respecto al porcentaje de germinacion del testigo. Se cuantifico el total de teliosporas
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en cuatro campos del microscopio de luz en 40x y se determind el nUmero de esporas
germinadas y colonias formadas. El porcentaje medio por caja Petri se calculé usando
la media de los cuatro campos observados. Los datos obtenidos se sometieron a
analisis de varianza y separacion de medias mediante la diferencia minima significativa
a un nivel de significancia de P=0.05. El experimento se repiti6 dos veces bajo un

disefio completamente al azar.

4.4.1.4 Concentracion efectiva de fungicidas a la cual se inhibe el 50 y
90% de la germinacion teliosporas y formacion de colonias
Para determinar la concentracion efectiva con la cual se inhibe el 50 y 90% de
germinacion y desarrollo de colonias (CEsy, CEgy), cada fungicida (Cuadro 1) se
adicion6 al medio de PDA a 50 °C para obtener seis diferentes concentraciones: 0
(testigo), 0.1, 1, 10, 100 y 1000 mg i.a. L™*. Una vez adicionado el fungicida al PDA,
ambos se mezclaron durante 1 min con un agitador magnético estéril. La mezcla se
vacié en cajas Petri de plastico y se dejaron reposar por 48 h. Se prepararon cuatro
cajas por cada concentracion de fungicida y testigo. Posteriormente, se preparé una
suspension de teliosporas, previamente desinfestadas, en agua destilada estéril; la
concentracion se ajustd a 50 000 teliosporas mL™. Se deposit6 una alicuota de 0.5 mL
de la suspensién por caja con PDA vy fungicida, cada alicuota se distribuyo
uniformemente sobre el medio de cultivo con un triangulo de vidrio estéril. Las cajas se
incubaron en oscuridad a 25 °C. El efecto de los fungicidas sobre la germinaciéon de
teliosporas y desarrollo de colonias de basidiosporas se evalué después de 96 h de
incubacion como se describié anteriormente. El experimento se repiti6 dos veces bajo
un disefio factorial (fungicida, tiempo, repeticién).
El porcentaje de inhibicion de la germinaciéon y desarrollo de colonias para cada
concentracion de fungicida se calculé con respecto al porcentaje del testigo. El andlisis
de regresion Probit se utilizo para calcular los valores de concentracion efectiva con la
cual se inhibe el 50 y 90% de germinacién y desarrollo de colonias. Los valores de la
concentracion efectiva a 50 y 90% se analizaron mediante un andlisis de varianza
interpretado con el modelo lineal general (GLM) de SAS (Statistical Analisis System,
version 9.0, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Los factores considerados en el modelo
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fueron: experimento (ejecutado 2 veces) y fungicida. Se hizo una comparacién de

medias utilizando la diferencia minima significativa (DMS) calculada a P=0.05.

4.4.2 Evaluacién in vivo de fungicidas en el tratamiento a semilla
4.4.2.1 Material vegetal
Se utilizaron semillas del hibrido AS-910, reportado por agricultores del Valle de Toluca
como un material muy susceptible al carbon de la espiga. Las semillas se lavaron con
agua destilada y se desinfestaron con una solucién a 1.5% de NaOCI por 3 min, se
lavaron con tres cambios de agua destilada estéril y se secaron a 22 °C sobre papel

absorbente estéril.

4.4.2.2 Fungicidas
Se utilizaron los fungicidas mencionados en el Cuadro 1 en tres diferentes dosis: alta
(1.5x), recomendada (1x) y baja (0.5x), donde “x” fue la dosis de aplicacion indicada por
el fabricante. La cantidad requerida de cada fungicida (en sus diferentes dosis) se midio
0 peso y adiciond por separado a 100 g de semilla tratada via humeda al 2% de agua y
contenida en bolsas de polietileno. Las bolsas se agitaron vigorosamente por 5 min
para lograr la distribucion uniforme del fungicida y se secaron por 24 h a 22 °C. Semilla

sin tratar se us6 como testigo.

4.4.2.3 Inoculacion de semilla

Por separado, se sumergieron en una suspension de 1% carboximetilcelulosa de sodio
y 1.7x10’ teliosporas mL™ semillas tratadas previamente con los fungicidas y sin tratar;
después de 1 min, se recuperaron, secaron a 22 °C por 24 h y se sembraron en
macetas con suelo a una profundidad de 2 cm. Las caracteristicas del suelo utilizado
fueron: pH de 8.0, conductividad eléctrica de 5.08 dSm™, contenido de materia organica
de 3.23% y textura franco-arenosa (arena 75.6%, limo 14.5% vy arcilla 9.9%). Se
utilizaron 3 macetas por tratamiento con 20 semillas cada una. Las macetas se
colocaron en un invernadero con un arreglo experimental fue completamente al azar.

La efectividad de los tratamientos anteriores se midié en base a la incidencia del carbon
de la espiga en plantas de maiz desarrolladas y la comprobacion de la infeccion se

realiz6 mediante la identificacién de soros en la panoja, mazorca o en ambos. Los datos
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de incidencia de carbon se sometieron a analisis de varianza y separando de medias

mediante la diferencia minima significativa a un nivel de significancia de P=0.05.

4.5 Resultados y discusion
4.5.1 Evaluacién de fungicidas in vitro

La mayor cantidad de teliosporas germinadas en el testigo (32%) se obtuvo después de
96 h de incubacion. Tanto en el testigo como en algunos tratamientos con fungicida, las
teliosporas formaron un basidio septado con cuatro células, cada una de las cuales
originé una basidiospora.

Todos los fungicidas inhibieron significativamente la germinacién de teliosporas
comparados con el testigo (P<0.05) a 96 h después de la inoculacién de cajas (Cuadro
2). Carboxin, carboxin+captan, tebuconazole y tebuconazole+Thiram, inhibieron
completamente la germinacion en sus tres dosis mientras que el porcentaje de
inhibicibn se increment6 conforme aumentd la concentracion de fungicida de
difeconazole, propiconazole y triadimenol. Dichos fungicidas tuvieron el mismo efecto

en la formacién de basidiosporas y con ello el de las colonias.

Se observaron diferencias morfolégicas a nivel del largo del tubo germinativo. Todos los
fungicidas, excepto triadimenol a 0.5x, redujeron significativamente el tamafio del tubo
germinativo respecto al testigo a las 96 h después de la inoculacion de cajas (Cuadro
3). Difeconazole en sus tres diferentes dosis fue el fungicida que redujo en mayor
proporcién el largo del tubo germinativo mientras que propiconazole solo en la dosis de
1.5x.
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Cuadro 2. Efecto de diferentes fungicidas adicionados al medio PDA en la germinacién
de teliosporas y la formaciéon de basidiosporas de Sporisorium reilianum f. sp. zeae a
25 °C en oscuridad durante 96 h de incubacion.

Fungicida Dosis mL % inhibicion de % de inhibicion
fungicida/100 germinacién de colonias
g de semilla
Testigo -- 0.0 0.0 0.0
Carboxin 0.5x 0.125 100 100
1.0x 0.250 100 100
1.5x 0.375 100 100
Carboxin+captan 0.5x 0.13* 100 100
1.0x 0.26* 100 100
1.5x 0.39* 100 100
Difeconazole 0.5x 0.25 37.5 98.2
1.0x 0.50 50.0 100
1.5x 0.75 67.7 100
Propiconazole 0.5x 0.25 21.9 77.2
1.0x 0.50 45.8 96.2
1.5x 0.75 57.3 97.1
Tebuconazole 0.5x 0.25 100 100
1.0x 0.50 100 100
1.5x 0.75 100 100
Tebuconazole+thiram 0.5x 0.15 100 100
1.0x 0.30 100 100
1.5x 0.45 100 100
Triadimenol 0.5x 0.25 9.4 62.1
1.0x 0.50 25.0 77.9
1.5x 0.75 58.3 79.4
CV % 3.52 0.34
DMS 005 4.33 0.52

x = dosis de aplicacion recomendada por el fabricante, * = gramos de producto, DMS=Diferencia minima significativa.
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Cuadro 3. Efecto de diferentes dosis de fungicidas adicionados al medio
PDA sobre el tamafio del tubo germinativo de teliosporas de Sporisorium
reilianum f. sp. zeae incubadas a 25 °C en oscuridad durante 96 h.

Fungicida Dosis de fungicida/Largo de tubo germinativo (um)
1.5x 1x 0.5x

Difeconazole 16.5 17.2 17.3

Propiconazole 16.3 20.2 21.1

Triadimenol 20.8 20.5 21.6

Testigo 22.8

CV % 9

DMS 1.4

x = dosis de aplicacion recomendada por el fabricante, DMS=Diferencia minima significativa.

4.5.1.1 Concentracion efectiva de fungicidas a la cual se inhibe el 50 y
90% de la germinacion teliosporas y formacion de colonias
Debido a que el triadimenol no afecté la germinacién de teliosporas, los resultados
obtenidos con sus diferentes concentraciones no se incluyeron en el analisis
estadistico. La CEsp y CEgo para la inhibicion de la germinacion de teliosporas de S.
reilianum se presentan en el Cuadro 4. Carboxin, carboxintcaptan vy
tebuconazole+thiram tuvieron el mayor efecto en la inhibicion de la germinacion con
valores de 0.054 a 0.130 mg i.a. L™ para CEso y de 0.091 a 3.539 mg i.a. L™ para CEgo;
mientras que, difeconazole, propiconazole y tebuconazole, el menor efecto, con valores
de 0.306 2 2.104 mg i.a. L™ para la CExsp.
En el caso de la concentracion efectiva para inhibir el 90% de la germinacién, los
fungicidas difeconazole, propiconazole y tebuconazole tuvieron menor efectividad con
valores mayores a las concentraciones evaluadas en este trabajo (>1000 mg i.a. L™

para el caso de difeconazole y propiconazole.

También en el Cuadro 4 se presentan los valores de la CEsp y CEgp para la inhibicion de
la formacion de colonias de basidiosporas de S. reilianum. Carboxin en todas sus
concentraciones probadas fue el Unico fungicida que inhibié la formacién de colonias.

En el caso de la concentracion requerida para inhibir el 50% de las colonias (CEsp)
todos los fungicidas fueron efectivos estadisticamente con valores menores a 0.1 mg

i.a. L™, con excepcién de propiconazole el cual presentd un valor de 0.251 mg i.a. L™
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Respecto a la CEgy, el andlisis de varianza de los valores medios determiné que
carboxin+captan, difeconazole, tebuconazole y tebuconazole+thiram fueron los mas
efectivos en la reduccion de formacion de colonias con intervalo de valores de 0.27 a
12.10 mg i.a. L™ . Propiconazole fue menos efectivo en la reduccién de formacién de

colonias con un valor de CEgo de 136.32 mgi.a. L™.

Cuadro 4. Concentracion efectiva de fungicidas a la cual se inhibe el 50 y 90% de
germinacion de teliosporas y desarrollo de colonias de basidiosporas de Sporisorium
reilianum f. sp. zeae incubadas a 25 °C en oscuridad durante 96 h.

Fungicida Germinacion Formacion de colonias
CEso CEgo CEso CEqo
Carboxin 0.054 0.091 0.000 0.00
Carboxin+captan 0.109 1.117 0.075 0.27
Difeconazole 1.095 3916.205 0.064 12.10
Propiconazole 2.104 6116.464 0.251 136.32
Tebuconazole 0.306 23.948 0.088 6.63
Tebuconazole+thiram 0.130 3.539 0.035 1.46
DMS 0.876 5.963 0.077 61.996

DMS=Diferencia minima significativa.

4.5.2 Evaluacion in vivo de fungicidas en el tratamiento a semilla
En el Cuadro 5 se presentan los resultados del porcentaje de incidencia de carbén de la
espiga en plantas de maiz desarrolladas a partir de semillas inoculadas con teliosporas
de S. reilianum f. sp. zeae y tratadas con diferentes fungicidas y dosis.
Todos los tratamientos con semillas inoculadas con teliosporas de S. reilianum f. sp.
zeae y tratadas con diferentes dosis de fungicidas, redujeron significativamente el
namero de plantas infectadas con S. reilianum f. sp. zeae comparados con el testigo (P
< 0.05), el cual registr6 73.67% de plantas infectadas. Sin embargo, tebuconazole y
tebuconazole+thiram, proporcionaron mejor control cuando se aplicaron en su dosis
recomendada y alta (0 % de incidencia de carbon). Estos mismos fungicidas, en dosis
baja, resultaron en 12.12 y 7.87% de incidencia, respectivamente. Carboxin,
carboxin+captan, difeconazole, propiconazole y triadimenol en sus tres dosis resultaron
en incidencias del carbén de la espiga significativamente diferentes al testigo, pero
ineficientes en el control de la enfermedad con respecto a los fungicidas tebuconazole y

tebuconazole+thiram.
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Cuadro 5. Porcentaje de incidencia del carbén de la espiga en plantas de maiz del
hibrido AS-910, desarrolladas a partir de semillas tratadas con diferentes fungicidas.

Producto Dosis mL fungicida/100 g % de incidencia
de semilla
Testigo -- -- 73.67
Carboxin 0.5x 0.125 31.11
1.0x 0.250 7.41
1.5x 0.375 5.55
Carboxin+captan 0.5x 0.13* 32.22
1.0x 0.26* 25.92
1.5x 0.39* 25.00
Difeconazole 0.5x 0.25 21.07
1.0x 0.50 17.80
1.5x 0.75 13.17
Propiconazole 0.5x 0.25 14.50
1.0x 0.50 11.90
1.5x 0.75 6.97
Tebuconazole 0.5x 0.25 12.12
1.0x 0.50 0.00
1.5x 0.75 0.00
Tebuconazole+thiram 0.5x 0.15 7.87
1.0x 0.30 0.00
1.5x 0.45 0.00
Triadimenol 0.5x 0.25 27.67
1.0x 0.50 23.93
1.5x 0.75 13.70
CV % 79.92
DMS.05) 20.72

x = dosis de aplicacién recomendada por el fabricante, * = gramos de fungicida por 100 g de semilla, DMS=Diferencia

minima significativa.

Las plantas de maiz desarrolladas a partir de semilla inoculada con teliosporas de S.
reilianum f. sp. zeae, presentaron formacion de soros en panoja y mazorca. Las panojas
se encontraron parcialmente invadidas por el hongo y las espiguillas poco desarrolladas

(Figura 1A). En la mazorca, los soros eliminaron la produccion de grano (Figura 1B).
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Figura 1. Plantas de maiz desarrolladas a partir de semilla inoculada con
teliosporas de Sporisorium reilianum f. sp. zeae, con formacién de soros en panoja
(A) y mazorca B).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el control del carb6on de la
espiga es posible mediante el tratamiento de semilla con tebuconazole vy
tebuconazole+thiram. Esto coincide con lo reportado por Pradhanang y Ghimire (1996),
quienes también registraron 0% de infeccion al utilizar tebuconazole en el tratamiento a
semilla. Sin embargo, en su investigacion el método de inoculacion no resulté en alta
infeccion como la reportada en el presente estudio. En México, estos fungicidas ofrecen
alternativas viables en el control de la enfermedad, pero infortunadamente ninguno esta
registrado para su uso en maiz.

En el caso de triadimenol, se han observado diferentes grados de control de la
enfermedad con porcentajes de incidencia entre 8 y 30.52% (Pradhanang y Ghimire,
1996; Martinez y Ledesma, 1990; Koepsell y Bagget, 1980). En este estudio, se obtuvo
como maximo 27.67 % de plantas enfermas cuando las semillas fueron tratadas con la
dosis baja de triadimenol y 23.93 % con la recomendada. Este producto esta
recomendado para control del carb6n de la espiga de maiz aplicado a la semilla para el
control de la infeccion de plantulas con S. reilianum principalmente en el estado de

México, por lo que se recomienda precaucion en el uso de este insumo.
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Los tratamientos carboxin+captan y carboxin fueron inefectivos en el control del carbon
de la espiga; estos presentaron, en dosis baja el mayor nimero de plantas (32.22 y
31.11%) con sintomas de carbon de la espiga después del testigo, en la recomendada
25.92 y 7.41% y en dosis alta 25 y 5.55%. Estos resultados coinciden con lo reportado
por Martinez y Ledesma (1990), Stienstra et al. (1985) y Stienstra et al. (1983); ademas
Wright et al., (2006) reportan a carboxin como inefectivo en el control de la infeccion de
plantas de maiz por Sporisorium reilianum. Cuando estos tratamientos se adicionaron al
medio PDA evitaron la germinacion de teliosporas por lo que se deduce que la falta de
control de la infeccion de plantas de maiz puede deberse a la rapida degradacion del
ingrediente activo (carboxin) por microorganismos que habitan el suelo, por sus
condiciones fisicas y quimicas o bien por la cantidad de fungicida aplicado. Al respecto,
se sabe que el carboxin se puede degradar completamente en 15 dias dependiendo de
los microorganismos presentes en el suelo (Balasubramanya y Patil, 1980b), en 30 dias
relacionado con las propiedades fisicoquimicas del suelo (Balasubramanya y Patil,
1980a) y entre 20 y 36 dias dependiendo de la cantidad de fungicida aplicado al suelo
(Agnihotri et al., 1973).

Por ultimo, difeconazole y propiconazole proporcionaron diferentes porcentajes de
control de la infeccion, ya que todos sus tratamientos disminuyeron significativamente el
namero de plantas infectadas respecto al testigo obteniéndose porcentajes de
incidencia entre 13.17-21.07% para difeconazole y 6.97-14.50 para propiconazole. Por
tal efecto, en base a los resultados obtenidos en este trabajo, estos productos no se
recomiendan para el tratamiento de semilla de maiz debido a que se obtuvieron

mejores resultados con tebuconazole y tebuconazole+thiram.

4.6 Conclusiones
La inhibicién de la germinacion de teliosporas y el control del carb6n de la espiga es
posible mediante el uso de tebuconazole y tebuconazole+thiram, a dosis de aplicacion

recomendada en semilla de maiz a 500 y 300 mL 100 kg de semilla™, respectivamente.

En las pruebas in vitro, carboxin y carboxin+captan inhiben en 100% la germinacion de

teliosporas; sin embargo, fueron inefectivos en el control del carb6on de la espiga
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cuando se aplicaron a la semilla, permitiendo porcentajes de incidencia de hasta 31.11

y 32.22, respectivamente.

Aunque triadimenol es un producto recomendado para el control del carbon de la
espiga, en este trabajo permitié la germinacion de teliosporas hasta en un 90.6% y
resultd en 27.67% de incidencia de la enfermedad en plantas desarrolladas a partir de
semillas tratadas.
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CONCLUSIONES GENERALES

La inoculacién de semillas de maiz con una suspensién de 1.7x10” mL™ teliosporas de
Sporisorium reilianum f. sp. zeae y 1% de carboximetilcelulosa de sodio, induce un
96.6% de plantulas infectadas en materiales susceptibles bajo condiciones controladas
de 25°Cy 12 h luz.

Es posible identificar lineas de maiz resistentes a Sporisorium reilianum f. sp. zeae
mediante la inoculacién de sus semillas con una suspensién de 1.7x10° mL™ teliosporas
y 1% de carboximetilcelulosa de sodio y siembra en invernadero con condiciones de
humedad relativa de 69.76% y 21.61 °C de temperatura ambiente.

El mejor método de control de S. reilianum f. sp. zeae es mediante la identificacion de
genotipos de maiz resistentes a este patdgeno; sin embargo, el tratamiento de semilla
con los fungicidas tebuconazole y tebuconazole+thiram representa una alternativa de
control ya que inhiben la germinacién de teliosporas y proporcionan un 0% de infeccién

de plantas a dosis de aplicacién de 500 y 300 mL 100 kg de semilla™, respectivamente.
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