COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS
AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO
POSTGRADO DE FITOSANIDAD

FITOPATOLOGIA

HERENCIA DE LA RESISTENCIA A Sporisorium
reilianum f. sp. zeae EN GERMOPLASMA DE MAIZ (Zea
mays L.) DE ALTURA

GUILLERMO MARQUEZ LICONA

T E S | S
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO

2017




CARTA DE CONSENTIMIENTO DE USO DE LOS DERECHOS DE AUTOR Y
DE LAS REGALIAS COMERCIALES DE PRODUCTOS DE INVESTIGACION

En adicion al beneficio ético, moral y académico que he obtenido durante mis estudios

en el Colegio de Postgraduados, el que suscribe Guillermo Marquez Licona

Alumno (a) de esta Institucion, estoy de acuerdo en ser participe de las regalias
econdmicas y/o académicas, de procedencia nacional e internacional, que se deriven

del trabajo de investigacion que realicé en esta institucion, bajo la direccion

Dr. Carlos De Ledn , por lo que otorgo los derechos de

HERENCIA DE LA RESISTENCIA A Sporisorium reilianum

del Profesor

autor de mi tesis
f. sp. zeae EN GERMPLASMA DE MAIZ (Zea mays L.) DE ALTURA

y de los producto de dicha investigacion al Colegio de Postgraduados. Las patentes y

secretos industriales que se puedan derivar seran registrados a nombre el colegio de
Postgraduados y las regalias econdmicas que se deriven seran distribuidas entre la
Institucion, El Consejero o Director de Tesis y el que suscribe, de acuerdo a las
negociaciones entre las tres partes, por ello me comprometo a no realizar ninguna
accion que dafie el proceso de explotacion comercial de dichos productos a favor de esta

Institucion.

Montecillo, Mpio. de Texcoco. Edo. de México,a 27 de diciembre  de 2017

gl

Firma del
Alumno (a)

Dr@éﬁlos De Ledn
Vo. Bo. del Consejero o Director de Tesis




La presente tesis titulada: HERENCIA DE LA RESISTENCIA A Sporisorium reilianum
f. sp. zeae EN GERMPLASMA DE MAIZ (Zea mays L.) DE ALTURA realizada por el
alumno: GUILLERMO MARQUEZ LICONA bajo la direccion del Consejo Particular
indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para obtener el
grado de:

DOCTOR EN CIENCIAS

FITOSANIDAD
FITOPATOLOGIA

CONSEJO PARTICULAR

é/j//// e

DIRECTOR: DR. CARLOS/DE LEON
/L/W/ W//
ASESOR: DR. SANTOS GERAR LEYVA MIR

ASESOR:

ASESOR:

7 =
ASESOR: DR. FERNMCASTILLO GONZALEZ

Montecillo, Texcoco, Estado de México, noviembre de 2017



HERENCIA DE LA RESISTENCIA A Sporisorium reilianum f. sp. zeae EN
GERMOPLASMA DE MAIZ (Zea mays L.) DE ALTURA

Marquez Licona Guillermo, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2017
RESUMEN
El carbon de la espiga del maiz causado por Sporisorium reilianum f. sp. zeae es una
enfermedad importante debido a las pérdidas que ocasiona por reduccion en el rendimiento.
A pesar de que existen diferentes métodos de control, la seleccidn de resistencia genética es
la medida de control mas eficiente para el manejo de la enfermedad. Debido a la falta de
informacion sobre la herencia de la resistencia a la enfermedad en germoplasma de maiz de
altura de México, en Mixquiahuala, Hgo. se determiné la base genética de la resistencia a S.
reilanum f. sp. zeae en este germoplasma, mediante la caracterizacién de la aptitud
combinatoria general (ACG), la aptitud combinatoria especifica (ACE), heredabilidad (h?)
y heterosis de 14 lineas Sz mediante el disefio Il de Griffing que incluyé 14 lineas
parentales mas las 91 cruzas directas. Se utiliz6 el disefio experimental fue bloques
completos al azar con tres repeticiones. Tanto la ACG como la ACE fueron altamente
significativas (P<0.01), lo que indica que tanto los efectos de dominancia como los efectos
de aditividad son importantes en la resistencia a la enfermedad. Sin embargo, la ACG fue
mas grande que la ACE, indicando que los efectos aditivos son méas importantes. Los
hibridos mas resistentes fueron los derivados de dos lineas con una alta ACG. Las mejores
lineas para producir hibridos altamente resientes fueron P2 y P1, que tuvieron los mejores
efectos negativos de ACG. La heredabilidad en sentido estricto fue de 0.22. Lo anterior
indica que mediante seleccion recurrente los genes de resistencia pueden ser acumulados e
incrementar el nivel de resistencia a la enfermedad. De igual forma, se evalué la respuesta
de maices nativos a la infeccion del carbon de la espiga del maiz, mediante inoculacién
artificial. Considerando la procedencia geografica de las poblaciones evaluadas, los maices
del estado de México presentaron un menor porcentaje de plantas infectadas, lo que puede

indicar la presencia de genes de resistencia a la enfermedad.

Palabras clave: Herencia de la resistencia, disefio dialélico, maiz nativo, carbén de la

espiga, inoculacion artificial con teliosporas.



INHERITANCE OF RESISTANCE TO Sporisorium reilianum f. sp. zeae IN MAIZE
GERMPLASM (Zea mays L.) OF HIGHLANDS

Marquez Licona Guillermo, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2017
ABSTRACT

Head smut of maize caused by Sporisorium reilianum f. sp. zeae is a disease of importance
due to losses caused by the reduction in yield. Although there are different control methods,
the selection of genetic resistance is the most efficient control measure for the management
of the disease. Due to the lack of information on the inheritance of disease resistance in
highland maize germplasm from Mexico, in Mixquiahuala, Hgo. the genetic basis of
resistance to Sporisorium reilianum f. sp. zeae was determined in this germplasm, through
the characterization of the general combinatorial aptitude (GCA), the specific combinatorial
aptitude (ACE), heritability (h2) and heterosis of 14 Sz lines through the design Il of
Griffing that included 14 parental lines plus 91 direct crosses. We used the experimental
design of the complete blocks at random with three repetitions. Both the ACG and the ACE
were highly significant (P <0.01), which indicates that both the dominance and additivity
effects are important in the resistance to the disease. However, the ACG was larger than the
ACE, indicating that the additive effects are more important. The most resistant hybrids
were those derived from the lines with a high ACG. The best lines to produce hybrids were
P2 and P1, which had the best negative effects of ACG. The heritability in the strict sense
was 0.22. This indicates that through recurrent selection, the resistance genes can be
accumulated and increase the level of resistance to the disease. Similarly, the response of
native maize to infection by Sporisorium reilianum f. sp. zeae, causal agent of the head
smut, was evaluated by artificial inoculation. Considering the geographical origin of the
populations, the maize of the state of Mexico presented a lower percentage of infected
plants, which may indicate the presence of genes of resistance to the disease.

Key words: Inheritance of the resistance, dialélico design, native maize, head smut,

artificial inoculation with teliospores.
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INTRODUCCION GENERAL

Mesoameérica es reconocida como el centro de origen y diversidad de aproximadamente 225
especies vegetales cultivadas, siendo el maiz (Zea mays L.) una de las contribuciones mas
importantes. Es aceptado que el teosinte es el ancestro silvestre del maiz y que ha
participado directamente en el origen del maiz cultivado (Kato et al., 2009).

El maiz fue una de las primeras plantas cultivadas por los agricultores hace 10 000 afios. La
evidencia mas antigua del maiz como alimento humano proviene de cuevas en México,
donde se encontraron pequefias mazorcas de maiz estimadas en mas de 5000 afios de
antiguedad (Paliwal, 2001).

Debido a su origen ancestral, este cultivo presenta una amplia gama de usos desde
alimenticios, religiosos, medicinales, decorativos, artesanales, industriales como abono o
combustible. Por ejemplo, gracias al proceso de nixtamalizacion que favorece la
biodisposicion del calcio, aminodcidos y niacina, los granos pueden usarse para la
elaboracion de la masa para tortillas, tamales, atole, etc. (Kato et al., 2009). La industria
utiliza el maiz como forraje y en la obtencion de diversos compuestos quimicos que son
comercializados en alimentos, medicinas y cosméticos: miel de maiz, azicar de maiz,
dextrosa, almidén o fécula, aceite, color caramelo, dextrina, malto dextrina, &cido lactico,
sorbitol, etc. Por otro lado, se le considera un recurso energético renovable, ya que de él se
obtiene etanol que se utiliza principalmente como combustible de automoviles y camiones
(Esteva, 2003).

Actualmente, el maiz es uno de los cultivos mas sembrados a nivel mundial, en 2016 se
estima que la produccion superd los 1300 millones de toneladas, convirtiéndolo en el
segundo cultivo con mayor produccion mundial, siendo los principales productores Estados
Unidos, China, Brasil, Argentina y México. En nuestro pais representa el principal cultivo
en cuanto a superficie sembrada, alcanzado los 7.6 millones de hectareas sembradas
anualmente, con una produccion total de 28.3 millones de toneladas de maiz, alcanzando un
rendimiento promedio de 3.72 ton/ha (FAO, 2017).



Como cualquier otro cultivo, el maiz esta expuesto a diversos factores que causan pérdidas
tanto en calidad como en cantidad, por lo que el potencial productivo del cultivo es limitado
por diversas causas, tales como las condiciones ambientales desfavorables, la fertilidad del
suelo, malezas y la accion de diferentes plagas y enfermedades (Paliwal, 2001). Dentro de
los factores bidticos que limita la produccion del maiz, las enfermedades son el principal
problema. Entre ellas destacan, la pudricion de mazorcas y tallos causada por diferentes
especies de Fusarium (White, 2004), entre las enfermedades foliares sobresalen los tizones
foliares ocasionados por Exserohilum turcicum y/o Bipolaris maydis, royas causadas por
Puccinia sorghi o Pucccinia polysora, el complejo de la mancha de asfalto (Phyllachora
maydis, Monographella maydis y Conothyrium phyllachorae), la mancha foliar causada por
Cercospora zea-maydis, el mildiu inducido por Peronosclerospora sorghi (De Leon, 2008).
En mazorca y espiga, la principal enfermedad es el carbon causado por Sporisorium
reilianum f. sp. zeae, (Kuhn) Langdon & Fullerton (Basidiomycota, Ustilaginaceae)
Ilegando a reportarse incidencias de hasta el 80% (Frederiksen 1977), con reducciones en el
rendimiento superiores al 30% (Matyac y Kommendahl, 1985).

El uso de productos quimicos en la semilla es la medida de control més utilizada para el
manejo del carbén de la espiga del maiz (Fullerton et al. 1974). Wang et al., (2008)
mencionan que el control quimico es viable, sin embargo, por razones ecoldgicas y
econdmicas el desarrollo de materiales resistentes a la enfermedad es la mejor estrategia de
control. Wright et al. (2006) indican que el uso de germoplasma resistente a la enfermedad
puede usarse de manera conjunta dentro un programa de manejo integrado de la

enfermedad.

Actualmente, existe la necesidad de materiales resistentes al carbon de la espiga del maiz.
Sin embargo, no se dispone de materiales resistentes debido a la falta de una técnica de
inoculacion eficiente para la seleccion de germoplasma resistente en campo abierto. De
igual forma, se dispone de muy poca informacion sobre a la base genética de la resistencia
y hasta la fecha no hay estudios exploratorios sobre la presencia de genes de resistencia a la
enfermedad en maices nativos. Por lo anterior, la presente investigacion se plante6 con los

siguientes:



OBJETIVOS
a. Desarrollar un método de inoculacién de Sporisorium reilianum f. sp. zeae, que
permita un alto y consistente porcentaje de infeccion en campo para la seleccion

confiable de germoplasma con resistencia genética a este patdgeno.

b. Determinar la base genética de la resistencia a S. reilanum f. sp. zeae en

germoplasma de maiz con endospermo blanco, adaptado a Valles Altos de México.

c. Determinar la respuesta de germoplasma nativo de maiz de los estados de Guerrero,

México, Oaxaca, Puebla y Tlaxcala a la infeccion de S. reilianum f. sp. zeae.

Literatura citada
De Leon, C. 2008. Enfermedades importantes. En: El cultivo del maiz. Temas selectos.
2008. Vol. 1. Rodriguez-Montessoro, R. y De Ledn, C. Eds. 127 p.

Esteva, G. 2003. Los arboles de las culturas mexicanas. En: Esteva, G. y C. Marielle (eds).
Sin maiz no hay pais. CONACULTA. Museo Nacional de las Culturas Populares.
México. pp. 17-28.

Frederiksen, R. A. 1977. Head smuts of corn and sorghum. Proc. Annu. Corn Sorghum
Res. Conf. 32nd. 89-105p.

FAO. 2017. FAOSTAT statistics database. Food and Agriculture Organization of the
United Nations. Rome. Italia. (Disponible en:
http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC).

Fullerton, R. A., Scott, D. J., and Graham, G. J. 1974. Effect of fungicides on the control of
head smut of maize, and the relationship between infection level and crop yield.


http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC

New Zeal. J. Exp. Agric. 2(2):177-179.

Kato, T.A., C. Mapes, L.M. Mera, J.A. Serratos, R.A. BYe. 2009. Origen y diversificacion
del maiz: una revision analitica. Universidad Nacional Auténoma de México,
Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad. México, D.F.
116 pp.

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

Paliwal, L. R. 2001. Mejoramiento para resistencia a las enfermedades. En: Paliwal, L. R.,
Granados, G., Renée, L. H. y Violic, D. A. El maiz en los tropicos: Mejoramiento y
produccion. Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién. Roma FAO.

Wang, Z. H., Li, X. H., Xie, C. X,, Li, M. S., Hao, Z. F., George, M. L. C., et al. 2008.
Genetic diversity in a collection of chinese maize inbred lines for resistance to head

smut caused by Sporisorium reiliana. Maydica. 53:47-54.

Wright, P. J., Fullerton, R. A., and Koolaard, J. P. 2006. Fungicide control of head smut
(Sporisorium reilianum) of sweetcorn (Zea mays). New Zeal. J. Crop Hortic. Sci.
34:23-26.



CAPITULO I

EL CARBON DE LA ESPIGA DEL MAIZ

1.1.- Historia de la enfermedad

Kuhn (1875) describio por primera vez al hongo causal del carbén de la espiga del maiz
como Ustilago reiliana en honor a su colector el Dr. Reili, quien, en 1868 le envio los
primeros especimenes de Egipto. Sin embargo, Khun, Passerini (1877) y Brefeld (1883)
fallaron al describir las esporas como lisas, cuando en realidad muestran equinulaciones

cuando estan maduras y secas.

Hirschhorn (1941) y Fisher (1953) reclasificaron el hongo dentro de los generos Ustilago,
Cintractia, Sporisorium y Sphacelotheca. Actualmente se le ha reclasificado como
Sporisorium reilianum f. sp. zeae (Kiihn) de acuerdo con Langdon & Fullerton (Martinez et
al., 1999).

El carbon de la espiga del maiz se ha reportado a través del tiempo en los siguientes
lugares:

1.- India (Cooke, 1876).

2.- ltalia (Passerini, 1877).

3.- Egipto (Kuhn, 1878).

4.- Africa Oriental (Cugini, 1891; Busse, 1904).

5.- Jap6n (Hori, 1907).

6.- Australia (McAlpine, 1910).

7.- Africa del sur (Mundy, 1910; Evans, 1911).

8.- En 1876, Hennings reportd que la enfermad se encontraba en Africa del Norte, Africa
Oriental, Madagascar, India Oriental, asi como en el centro y Sur de Europa.

9.- En Estados Unidos, los primeros reportes de la enfermedad fueron en Kansas (Failyer y
Willard, 1890) en siembras de sorgo “Red Liberian” y se asume que esa fue la fuente de
contaminacion original en el Continente Americano, aunque Kellerman y Swingle (1890) lo

habian reportado inicialmente en sorgo dulce “Amber sorghum” en Nueva Jersey.



10.- Posteriormente, MacKie (1920) lo reportdé en sorgo y maiz en California y Halisky y
Smeltzer (1961) lo reportan en éste mismo estado en Zacate Sudan.

11.- Brasil (Pinto-Viegas, 1944).

12.- Argentina (Hirschhorn, 1941a, 1941b)

13.- México (Borlaug, 1946).

14.- Uruguay y Argentina (Gheorghianov y Fisher, 1952).

15.- Actualmente, tiene una distribucion cosmopolita en clima templado y subtropical en

condiciones de baja humedad relativa y baja humedad en el suelo.

1.2.- Taxonomia del patégeno

Se sabe que S. reilianum tiene especializacion patogénica. Existen dos formas especiales
con diferente preferencia de hospedantes. S. reilianum f. sp. reilianum (SRS) que es
altamente virulento en sorgo, pero no induce esporulacién en maiz y S. reilianum f. sp. zeae
(SRZ) virulento en maiz, pero no afecta sorgo. Se cree que la f. sp. zeae tiene origen en
sorgo de donde mas tarde se especializd en maiz (Halisky, 1963). Su clasificacion

taxondmica se muestra a continuacion:

Reino: Fungi
Subreino: Dikarya
Phyllum: Basidiomycota
Subphyllum: Ustilaginomycotina
Clase: Ustlaginomycetes
Orden: Ustilaginales
Familia: Ustilaginaceae
Género: Sporisorium
Especie: Sporisorium reilianum
f. sp. zeae (Kithn) Langdon and
Fullerton [sin. Sphacelotheca reiliana
(Kihn) Clint.]
(NCBI, 2017).



También es conocido con los siguientes nombres (CABI, 2017):
Cintractia reiliana (J. G. Kihn) Clinton
Sorosporium holci-sorghi (Riv.) Moesz
Sorosporium reilianum (J. G. Kiihn) McAlpine
Sphacelotheca holci-sorghi (Riv.) Cif.

Sporisorium holci-sorghi (Riv.) Cif.

Sporisorium reilianum (J. G. Kiihn) Langdon & Full.
Ustilago holci-sorghi Riv.

Ustilago reiliana J. G. Kiihn 1875

Ustilago polveracea Cook

Ustilago reiliana f. zeae

1.3.- Desarrollo historico de la enfermedad en México

El primer reporte de la enfermedad en México fue hecho por Borlaug en 1946 en teocinte
en la region de Amecameca, México. También quedod identificada en el herbario de la
Oficina de Estudios Especiales de la SAG (Zenteno et al., 1955). EI primer reporte de esta
enfermedad en maiz en campos de agricultores lo hizo Lopez et al., (1959) en el Bajio del
Altiplano de México quienes reportaron incidencias superiores al 30%. Después, Fuentes
(1962), indico que la enfermedad se presentaba en el Bajio esporadicamente desde muchos
afios atras, pero su incidencia habia aumentado en los Gltimos 5-6 afios fluctuando entre 20-
30% en las cercanias de La Piedad, Michoacdn. Recientemente, en México, la enfermedad
se ha reportado en los estados de Jalisco, Durango, Hidalgo, Puebla, Querétaro,
Guanajuato, Michoacan, Oaxaca, Sonora, Tamaulipas y Aguascalientes, pero su
distribucion puede ser ain mas extensa (Aquino-Martinez et al., 2011).

1.4.- Agente causal y sintomas

S. reilianum f. sp. zeae es un hongo fitopatdgeno dimdrfico, que presenta una fase
saprofitica haploide y una fase parasitica dipliode (Martinez et al., 2001). Potter (1914)
indico que el sintoma principal de la enfermedad es la produccién de soros negros con
abundantes teliosporas que reemplazan total o parcialmente a la mazorca y/o panoja (Figura
1.1y1.2).



Figura 1.2. Panojas de maiz con signos y sintomas de S. reilianum f. sp. zeae

Los soros inicialmente estan cubiertos con un peridio de color blanco a café palido, el cual
se rompe irregularmente y se deprenden escamas del mismo, para liberar la masa de
teliosporas con grupos de células estériles y numerosas columelas, sinuosas y filiformes o

robustas. EI hongo forma grupos de teliosporas de 60-100 um de didmetro, compuestas de



numerosas teliosporas. Las teliosporas son globosas, subglobosas, oviodes o ligeramente
irregulares, de 10-13 x 10.5-14.5 um de color olivo claro a café, densa y equinuladas. Las
células estériles se encuentran en grupos persistentes e irregulares, redondeadas en las
superficies libres o aplanadas en las superficies en contacto, de 8 -16 um de longitud, de
hialinas a matices amarillos, lisas, con pocas gotas de aceite en cada célula. Al germinar las
teliosporas produce un basidio de 4 células, sobre el cual se forman basidiosporas laterales
o terminales (Vanky, 2012).

En plantulas infectadas de 6 semanas de edad se pueden observar manchas cloroticas
inconspicuas en la hoja y la acumulacion de antocianinas en el tallo (Matyac, 1985). De
igual forma, en lineas endogdmicas de maiz altamente susceptibles al carbon de la espiga
del maiz, pueden observarse sintomas de achaparramiento y filodia (Stromberg et al.,
1984).

1.5.- Ciclo de la enfermedad

El carbdn de la espiga del maiz es una enfermedad sistémica de origen edafico que también
puede presentarse en sorgo (Lubberstedt et al., 1999). El hongo destruye total o
parcialmente la mazorca y/o panoja del maiz mediante la formacion de soros llenos de
teliosporas (Martinez et al., 2002, 2003). Las teliosporas son diseminadas por el viento y
lluvia para finalmente depositarse en el suelo (Martinez et al., 2001). El hongo infecta al
maiz unicamente durante la emergencia de las plantulas, por medio de las teliosporas
presentes en el suelo (Xu et al., 1999). Bajo condiciones de humedad y temperatura
especificas las teliosporas germinan formando un basidio de 4 células, de cada una de ellas,
se forma un gran nimero de basiodiosporas de aspecto de levadura, que corresponden a la
fase saprofitica haploide (Martinez et al., 2002). Posteriormente mediante el apareamiento
de células compatibles se forma la fase parasitica diploide (Martinez et al., 1998). El
micelio infectivo penetra las raices de las plantulas de maiz, por esta razon, en etapas
tempranas de la infeccion hay una proliferacion de hifas alrededor de la raiz (Martinez et
al., 2001). El micelio crece sistétmicamente con el meristemo hasta que después de la
esporogénesis, las inflorescencias son remplazadas por soros negros llenos de teliosporas
(Xu et al., 1999).



1.6.- Factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad

La humedad, fertilidad y temperatura del suelo, asi como la profundidad de siembra y el
tipo de suelo pueden afectar el desarrollo de la enfermedad (Matyac y Kommedahl, 1985).
La temperatura del suelo 6ptima para el desarrollo de S. reilianum es de 23-30 °C,

permitiendo la infeccion en maiz y sorgo.

1.7.- Transmision por semilla

Se ha especulado sobre la posible trasmision por semilla y diseminacién de la enfermedad
por medio de semilla contaminada (Halisky y Smeltzer, 1961), pero esta posibilidad quedd
eliminada por trabajos de otros investigadores (Christensen, 1926; Zehner y Humphrey,
1929). Ullstrup (1971) menciona la alternativa de tratamiento de semilla con fungicidas

como Vitavax para eliminar esta posibilidad.

1.8.- Control

Las teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae sobreviven hasta 5 afios viables en el suelo
(Matyac y Kommendahl, 1986), por lo que, para el manejo cultural de la enfermedad, se
recomienda barbecho profundo, destruccion de plantas infectadas y rotacion de cultivos
(Mazhara, 1978). Danilevskii et al., (1973), reporta que una férmula de fertilizacion baja en
potasio y alta en nitrégeno ayuda a reducir la incidencia de la enfermedad. Saf'yanov et al.,
(1980) sefiala que el riego frecuente durante los 18-21 dias después de la siembra, reduce la
incidencia de la enfermedad, recomendando una lamina de riego de 15-20 c¢cm, ademas
indica que la incidencia de la enfermedad se incrementa con la profundidad de siembra. Sin
embargo, Matyac y Kommedahl, (1985) no encontraron diferencias en la frecuencia de la

enfermedad en siembras a 2.5 y 8 cm de profundidad.

El control quimico del patogeno se basa en el tratamiento a la semilla con fungicidas
sistémicos (Martinez y Ledesma, 1990; Wright et al., 2006), el cual es costoso y no elimina
por completo al hongo (Stienstra et al., 1985; Pradhanang y Ghimire, 1996); algunos
productos pueden retrasar el crecimiento de la planta (Pradhanang y Ghimire, 1996),

mientras que otros reducen la germinacion de la semilla y la resistencia de la planta al
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patogeno (Stromberg et al., 1984). La resistencia genética es la alternativa mas factible y
econodmica para el manejo de la enfermedad, pero es necesario identificar los genotipos de

maiz con alto rendimiento y resistencia al carbon.

1.9.- Resistencia genética a enfermedades

El termino resistencia vegetal se refiere a la capacidad que tiene una planta hospedante para
impedir o limitar la actividad patogénica del parésito, después de que se ha establecido un
contacto intimo entre ambos o cuando el patdgeno se ha establecido y ha comenzado su
desarrollo (Bos y Parlevliet, 1995; Robinson, 1996; Nicks et al., 2011). Los mecanismos de
resistencia son diversos y pueden estar presentes en el hospedante independientemente de la
presencia o ausencia del parasito (pasivo), o puede activarse tan pronto como el parasito
intenta establecer una relacion parasita (activo). En cualquier caso, la resistencia puede ser

de origen biogquimico, fisiologico o anatdbmico/morfoldgico (Nicks et al., 1993).

Hay dos clases de resistencia vegetal, la resistencia vertical y la resistencia horizontal
(Robinson, 1996). Vanderplank (1963) fue el primero en aclarar te6ricamente las bases y
conceptos de los dos tipos de resistencia vegetal, usando el término resistencia vertical para
describir a la resistencia monogénica o completa y el término resistencia horizontal para

describir la resistencia poligénica o parcial.

La resistencia vertical ocurre cuando existen genes simples de resistencia en la planta
hospedante y genes simples de habilidad parasitica en el patégeno. Este fendmeno es
conocido como la relacion gen a gen. Esta teoria fue inicialmente formulada por H.H. Flor
(1940) trabajando con el patosistema lino (Linus usitatissimum) — roya del lino
(Melampsora lini) (Robinson, 1996). Flor demostré que por cada gen de resistencia en el
hospedante existe un gen especifico complementario que condiciona avirulencia en el
patdgeno (Niks y Lindhout; 2004).

La resistencia vertical se expresa como una reaccion de hipersensibilidad, la cual es
activada por el producto génico de un gen de avirulencia correspondiente. La avirulencia es
la propiedad de un patogeno por la cual no puede infectar a un hospedante debido a la

efectividad de uno 0 mas genes de resistencia presentes en la planta. Dependiendo de la
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combinacion de genes en la planta hospedante y el aislamiento del patdgeno, la interaccion
resulta en compatibilidad (infeccion exitosa) o incompatibilidad (no infeccion debido a la

reaccion de resistencia de la planta hospedante) (Nicks et al., 2011).

La resistencia monogénica normalmente es una resistencia cualitativa en el sentido de que
no presenta valores intermedios, esta presente 0 ausente con muy pocas excepciones
(Robinson, 1996). Este tipo de resistencia es generalmente dominante y controlada por
genes individuales ligados o independientes, mientras la patogenicidad es generalmente

recesiva y regulada por genes individuales e independientes (Jiménez-Diaz, 2000).

La resistencia vertical se caracteriza por su alta especificidad, siendo no solo especifica a
especies de patdgenos, sino también a ciertos genotipos de un mismo patégeno. De este
modo, cuando varios genotipos del hospedante son inoculados con varios aislados del
patdgeno se observa un espectro diferente de virulencia para cada aislado. EIl espectro de
virulencia es la gama de lineas resistentes para las cuales un aislado muestra virulencia y

asi, aislados con el mismo espectro de virulencia constituyen una raza (Nicks et al., 2011).

Son varias las ventajas de la resistencia monogénica incluyendo la seleccion de plantas
resistentes en una progenie segregante es relativamente simple debido a que las clases
fenotipicas resistentes y susceptibles pueden identificarse rdpidamente; la transferencia de
la resistencia germoplasma a otro es simple; la seleccion de resistencia puede hacerse
dirigida contra razas especificas de un patdgeno y una vez transferida la resistencia la
proteccién es completa (Paliwal, 2001; Agrios, 2005). Sin embargo, la principal desventaja
de la resistencia vertical es su durabilidad. Este tipo de resistencia se puede perder facil y
rapidamente con la mutacion de un solo gen, por lo que una vez alcanzada es necesario e
imprescindible comenzar nuevamente con la busqueda de una nueva fuente genética de

resistencia (Robinson, 1996).

La resistencia poligénica es una resistencia cuantitativa en el sentido que puede presentarse
a cualquier nivel entre un minimo y un maximo (Robinson, 1996). La resistencia horizontal
0 no especifica, es aquella que confiere una proteccion incompleta pero permanente

(Agrios, 2005), su caracteristica definitoria es que no involucra la relacion gene a gene,
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sino generalmente estd dada por un tipo de herencia poligénica (cuantitativa), aungque en
ocasiones se hereda de forma mendeliana sin que estos genes mendelianos establezcan una
relacion una relacion gene a gene (Robinson, 1996). En este caso las categorias de
resistencia y susceptibilidad en el hospedante son dificiles de reconocer ya que el efecto de
cada gen es limitado (Paliwal, 2001). En general, este tipo de resistencia es de caracter
cuantitativo debido a la presencia de genes menores de efectos aditivos (QTLS); asi, cuando
se evalUa la progenie de un cruzamiento de dos padres con diferentes niveles de resistencia
parcial se observa una segregacion con una distribucion continua de niveles de infeccion
(Nicks et al., 2011).

A diferencia de la resistencia vertical, la resistencia horizontal opera contra todas las razas
de un patégeno, incluyendo a las de mayor patogenicidad (Robinson, 1996). Otra
caracteristica significativa de la resistencia horizontal es su mayor estabilidad y durabilidad
debido al efecto amortiguador del sistema poligénico (Paliwal, 2001). Esta durabilidad se
debe a la baja probabilidad de que un aislado del patégeno rompa la combinacién especifica
de genes menores presentes en la planta. Generalmente, el patdgeno podra romper uno o
dos genes de resistencia parcial, lo que resulta en una disminucion en el nivel de

resistencia, que en la practica es dificil de observar (Robinson, 1996).

Vanderplank (1984) sefiala que la resistencia horizontal y la resistencia vertical pueden
coexistir y que la resistencia de cualquier planta puede ser una mezcla de ambos tipos en
proporciones variables. Robinson (1996), indica que, dentro del sistema de proteccion de la
planta, la resistencia vertical es la primera barrera de defensa y cuando esta es rota la

resistencia horizontal entra en accion.

1.10.- Herencia de la resistencia

Segun Vanderplank (1984) Biffen en 1905, reporto que la resistencia a la roya amarilla del
trigo (Puccinia striiformis) era heredada de forma Mendeliana, desde entonces se han
documentado muchos casos de resistencia donde la herencia ocurre de manera simple. En
este tipo de resistencia, la dominancia es muy comdn para el caso de plagas y patdégenos
mientras que la resistencia monogénica recesiva es menos frecuente y solo en algunos casos

se ha reportado la interaccion génica no alélica (epistasis). La resistencia también puede
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basarse en varios genes cada uno con un efecto relativamente pequefio. Ejemplos de
resistencia de herencia poligénica son la resistencia en papa a Phytophthora infestans, en
maiz a Puccinia sorghi, y en cebada a Puccinia hordei. En estos y en otros patosistemas
tanto la resistencia poligénica parcial como la resistencia hipersensible de genes principales
se conoce, mientras que la resistencia de herencia citoplasmica es extremadamente rara
(Nicks et al., 1993).

1.11.- Analisis de disefios dialélicos

Schmidt (1919) introdujo el “M¢étodo de cruzamiento dialélico” o “Método de
intercruzamiento completo” como una forma de estimar el valor de los genes de los padres
a través de la evaluacion de su progenie. El término se refiere al conjunto de todas las
cruzas posibles dentro de un numero de variedades, en donde las cruzas reciprocas y los
padres pueden ser o no incluidos. Este conjunto de cruzas obviamente es de interés para el
mejorador, pero la informacion recabada de la evaluacion de dichas cruzas puede no ser de

mucho valor debido a la complejidad de obtener todas las cruzas (Gilbert, 1958).

Los disefios de apareamiento dialélico y su analisis se han desarrollado para padres diversos
que van desde lineas endogamicas hasta variedades de amplia base genética. Después de
realizarse las cruzas, evaluarse y analizarse, estos disefios de apareamiento dialélico
permiten hacer inferencias con respecto a los tipos de accion genética. Las suposiciones y
limitaciones del disefio de apareamiento dialélico son realizadas cuando se analizan e
interpretan los datos, por lo que, de hacerlo de manera correcta, los disefios de
apareamiento dialélico son muy poderosos. Dicho modelo ha sido extensamente usado en
maiz y en otras especies vegetales para estimar varianzas y efectos de aptitud combinatoria

general y especifica (Hallauer et al., 2010).

Las cruzas dialéelicas se emplean para estimar los componentes genéticos de la variacion
observada entre las distintas cruzas que se realizan con las lineas de interés. El propdsito de
estimar los pardmetros genéticos es contar con informacién relativa a la naturaleza de la
accion geénica involucrada en la herencia del o los caracteres que se estan investigando, y

por consiguiente, proporcionar las bases necesarias para la evaluacion de los métodos de
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mejoramiento mas convenientes y eficaces en base a la naturaleza genética de la

caracteristica que se quiere mejorar (Robinson y Cockerham, 1965).

Fue Griffing (1956), quien present6 por primera vez una descripcion detallada y completa
de los métodos y distintos sistemas de cruzamiento dialélico, asi como la metodologia para
su andlisis. Hayman (1954) analizo la teoria de las cruzas dialélicas y establecio que el
material con el cual se trabaje debe cumplir con los supuestos de que exista una
segregacion diploide, exista una distribucion y accién independiente de los genes no

alélicos, la inexistencia de alelos maltiples y que los progenitores sean homocigoticos.

Respecto al origen de las lineas utilizadas en los disefios dialélicos, Hayman (1954) y Jinks
y Hayman (1953) se abocaron al uso de un conjunto de lineas particulares per se, mientras
que Kempthorne (1956) considero a las lineas como una muestra representativa de la
poblacion de origen a partir de la cual podian inferir las propiedades genéticas de la misma.
Posteriormente, Griffing (1956), demostr6 que ambas alternativas son posibles de
considerar, asi la atencidn recae en distinguir bajo qué supuesto se coloca a las lineas; esto
es de importancia ya que cada interés trae consigo diferencias en las estimaciones
estadisticas y en los supuestos de las pruebas de hipotesis, recayendo en los efectos de

aptitud combinatoria.

Griffing (1956) propuso los siguientes modelos en los disefios dialélicos:
Modelo | o de Frecuencias Fijas: Para este modelo las lineas son
deliberadamente escogidas y no pueden ser consideradas como una muestra
aleatoria de ninguna poblacién. Los materiales experimentales constituyen en si
mismos la totalidad de la poblacion de la cual las inferencias seran hechas. De
este modo, los objetivos son comparar las habilidades combinatorias de los

progenitores e identificar a las combinaciones mas o menos promisorias.

Modelo Il o de Frecuencias Aleatorias: Las lineas parentales o el material
experimental son asumidos en su totalidad como una muestra aleatoria de
alguna poblacion de la cual se quieren hacer inferencias. De este modo el

interés es estimar los componentes genéticos y ambientales de la compleja
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varianza de la poblacién de interés.

Dentro de cada uno de estos dos modelos, Griffing (1956) clasifico cuatro disefios posibles,
que varian en funcion de si las cruzas reciprocas estan presentes o no, y si los progenitores

son o0 no incluidos.

Las cuatro posibles variaciones de los disefios dialélicos de Griffing (1956) son:
Disefio 1: Incluye las lineas parentales, asi como a todas las cruzas simples
directas y reciprocas posibles (F1), es decir, todas las P2 combinaciones.
Disefio 2: Incluye las lineas parentales, asi como a todas las cruzas simples
directas (F1), pero descartando todas las cruzas reciprocas, es decir, %2 p (p+1)
combinaciones.
Disefio 3: Incluye a todas las cruzas simples directas y reciprocas (F1), pero no
a las lineas parentales, es decir, p (p-1) combinaciones.
Disefio 4: Incluye Unicamente a las cruzas simples directas (F1), descartando
todas las cruzas reciprocas y las lineas parentales, es decir, %2 p (p-1)

combinaciones.

Hallauer et al., (2010) sefialan que dentro de las desventajas que se tienen al usar los
disefios dialélicos esta que cuando el nimero de progenitores (y por consiguiente el nUmero
de cruzas) es grande, se vuelve impréactica la evaluacion en campo del gran nimero de
cruzas resultantes, ademas de que se pierde precision en la estimacion de los efectos de
aptitud combinatoria general, y ocurre lo opuesto en la estimacién de los efectos de aptitud
combinatoria especifica. Finalmente, la estimacion de los componentes de varianza de
poblaciones de amplia base genética proporciona informacion al mejorador sobre su
estructura genética y como consecuencia el mejorador puede seleccionar las metodologias

mas adecuadas para cada poblacion basandose en la informacion colectada.

1.12.- Aptitud Combinatoria General y Especifica

Sprague y Tatum (1942) definieron a la Aptitud Combinatoria General (ACG) como el
comportamiento promedio de una linea endogamica en una serie de combinaciones hibridas
y a la Aptitud Combinatoria Especifica (ACE) como las desviaciones de determinadas

cruzas con relacion al comportamiento promedio de los progenitores.
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Al cruzar una linea con otras proporciona una valoracion media de la linea en todos sus
cruces. Esta valoracion, cuando se expresa como desviacion con respecto a la media de
todos los cruces, se denomina Aptitud Combinatoria General de la linea. Es el valor
promedio de todas las F1 que tienen a esta linea como parental, desviado de la media
general de los cruces totales. Cualquier cruce concreto tiene, por lo tanto, un valor
“esperado” que es la suma de las Aptitudes Combinatorias Generales de sus dos lineas
parentales. Sin embargo, el cruce puede desviarse de ese valor esperado en mayor o menor
medida. Esta desviacion se denomina Aptitud Combinatoria Especifica de la combinacion
de estas dos lineas. En términos estadisticos, las aptitudes combinatorias generales son los
efectos principales y la aptitud combinatoria especifica es una interaccion (Falconer y
Mackay, 1996).

Sprague y Tatum (1942) también definieron que genéticamente la ACG esta asociada con
genes menores de efectos aditivos, mientras que la ACE se debe a desviaciones del

esquema aditivo debidas a genes con efectos de dominancia o epistasis.

Actualmente los conceptos de aptitud combinatoria general y especifica han sido bastante
utiles para caracterizar lineas endogamicas en cruzas sobre diversos organismos, ya que
permiten la caracterizacion de la varianza genética y determinar el tipo de accién génica
operante en las cruzas obtenidas de diversas lineas; por lo tanto, las nociones de ACG y
ACE han sido usadas extensivamente en el mejoramiento genético de maiz y otras muchas

especies cultivadas (Hallauer et al., 2010).

1.13.- Heredabilidad

El concepto de heredabilidad se refiere a la efectividad de seleccion para un caracter
depende de la importancia relativa de los factores genéticos y no genéticos en la expresién
de diferencias fenotipicas entre genotipos de una poblacién. La heredabilidad de un caracter
tiene importancia mayor sobre los métodos de inoculacion seleccionados para el
mejoramiento de la poblacion. La seleccion de una sola planta puede ser efectivo para un
caracter con alta heredabilidad, pero inefectivo para un caracter de baja heredabilidad
(Fehr, 1993).
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Molina Galéan (1992), menciona que la heredabilidad puede expresarse en dos formas:

1.- Heredabilidad en sentido amplio (H?) es la relacion entre la varianza genotipica y
la varianza fenotipica, lo que representa la proporcion de la varianza fenotipica u observada
atribuible a los efectos totales de los genes de una poblacion.

2.- Heredabilidad en sentido restringido (h?) es la relacion entre la varianza genética
aditiva y la varianza fenotipica, lo que representa la parte porcentual de la varianza

fenotipica atribuible a los efectos aditivos (heredables) de los genes en la poblacion.

1.14.- Heterosis
El término heterosis se refiere a la superioridad en el comportamiento de los hibridos
respecto a los padres. La ocurrencia de heterosis es comun en plantas, pero su nivel de
expresion es altamente variable. EI rendimiento de un hibrido respecto a sus padres puede
ser expresado de dos formas (Fehr, 1993):
1.- Heterosis respecto al padre medio que es el desempefio del hibrido comparado
con el comportamiento promedio de los padres.
2.- Heterosis respecto al mejor padre que es una comparacion del comportamiento

del hibrido respecto al mejor padre en la cruza.
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CAPITULO 11

INOCULACION ARTIFICIAL DE Sporisorium reilianum f. sp. zeae EN
GERMOPLASMA DE MAIZz

Resumen

El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un método de inoculacion de Sporisorium
reilianum f. sp. zeae, causal del carbon de la espiga del maiz, que permita un alto y
consistente porcentaje de infeccion en campo para la seleccion confiable de germoplasma
con resistencia genética a este patdogeno. Semillas del hibrido AZ 41801® (Azteca) se
inocularon con teliosporas impregnadas usando como adherentes NaCMC 1%, ADH®
100%, alginato de sodio 2%, azucar mascabado 50% (w/v), agar — agar 2% (w/v), grenetina
10% (w/v) y un tratamiento indculo: suelo 1:200 (v/v). En 2014, la semilla tratada se
sembré en invernadero en bolsas de plastico de 40 x 40 cm con suelo estéril y en 2015, la
semilla se sembrd en un vivero experimental en Mixquiahuala, Hgo. EIl tratamiento de
grenetina 10% como adherente, indujo 96.3 % de plantas enfermas en invernadero y 90%
en campo respectivamente. En 2016, este método de inoculacion se evalué nuevamente en
Mixquiahuala, Hgo., con el propdsito de aplicar el método desarrollado en la seleccion de
germoplasma, para esto, se evaluaron 160 lineas C»-Sz provenientes de un programa de
mejoramiento de una poblacion de maiz con endospermo blanco para resistencia genética al
patdégeno. La incidencia de la enfermedad en los tres experimentos se evalué 45 dias
después de la floracion, con la observacion directa de sintomas y signos en las
inflorescencias masculina y femenina. Las lineas mostraron una incidencia que varié de 0 a
54.5%. El hibrido AZ 41801 mostré 70.7% de plantas enfermas.

Palabras clave: Zea mays, inoculacion artificial con teliosporas.
Abstract
The objective of this research was to develop an inoculation method of Sporisorium

reilianum f. sp. zeae, causal agent of the head smut of maize, which allows a high and

consistent percentage of infection in field conditions, for the reliable selection of
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germplasm with genetic resistance to this pathogen. Seeds of the hybrid AZ 41801®
(Azteca) were inoculated with teliospores impregnated using as adherents NaCMC 1%,
ADH®, sodium alginate 2%, brown sugar 50% (w/v), agar — agar 2% (w/v), grenetin 10%
(w/v) and a treatment with inoculum:soil 1:200 (v/v). In 2014, the treated seeds were
planted in a greenhouse in 40 x 40 cm plastic bags with sterile soil and in 2015, the seeds
were planted in an experimental plot established in Mixquiahuala, Hgo. In 2014 and 2015,
the treatment of grenetin 10% as adherent, induced 96.3% of diseased plants in greenhouse
and 90% in the nursery respectively. In 2016, this method of inoculation was evaluated
again in Mixquiahuala, Hgo., with the purpose of apply the method developed in the
selection of germplasm, for this, 160 C>-S3 lines from a maize population improvement
program with white endosperm for genetic resistance to the pathogen were treated. The
incidence of the disease in the three experiments was evaluated 45 days after flowering,
with direct observation of symptoms and signs in male and female inflorescences. In lines,
the incidence of the disease ranged from cero to 54.5%. The hybrid AZ 41801 showed
70.7% of diseased plants.

Key words: Zea mays, artificial inoculation with teliospores.

1.- Introduccion

El carbon de la espiga del maiz (Zea mays L.), causado por Sporisorium reilianum f. sp.
zeae, es una enfermedad importante bajo ciertas condiciones que favorecen su desarrollo,
Ilegando a reportarse incidencias de hasta el 80% (Frederiksen, 1977). Entre las principales
condiciones que favorecen el desarrollo del patégeno se encuentran la vulnerabilidad
genética de los hibridos cultivados (Fehr 1993), tipo de suelo, nivel de fertilidad,

profundidad de siembra, temperatura y humedad del suelo (Matyac y Kommedahl, 1985a).

El carbdn de la espiga del maiz es una enfermedad sistémica de origen edafico (Libberstedt
et al. 1999). El hongo infecta al maiz Unicamente durante la emergencia de las plantulas,
por medio de las teliosporas presentes en el suelo (Xu et al., 1999). Las teliosporas
germinadas forman un basidio de 4 celulas (promicelio), donde se producen un gran

namero de basiodiosporas haploides. Posteriormente, mediante el apareamiento de células

25



compatibles se forma la fase parasitica del hongo (Martinez et al., 1998) y el micelio
infectivo penetra las raices de las plantulas de maiz (Martinez et al., 2001). El micelio crece
sisttmicamente con la zona del meristemo hasta que, después de la esporogenesis, las

inflorescencias son remplazadas por soros negros llenos de teliosporas (Xu et al., 1999).

El uso de productos quimicos en la semilla es la medida de control mas utilizada para el
manejo del carbon de la espiga del maiz (Fullerton et al., 1974). Wright et al., (2006)
reportan que el tratamiento a la semilla con propiconazole reduce hasta 70% el porcentaje
de plantas enfermas, respecto a semilla no tratada. Sin embargo, mencionan que el uso de
germoplasma resistente a la enfermedad puede usarse de manera conjunta dentro un
programa de manejo integrado de la enfermedad. Wang et al., (2008) mencionan que el
control quimico es viable; sin embargo, por razones ecoldgicas y econdmicas el desarrollo
de materiales resistentes a la enfermedad es la mejor estrategia de control. Para desarrollar
materiales resistentes es primordial contar con un método de inoculacion préactico y
eficiente que considere la naturaleza del cultivo, la etapa de desarrollo al momento de la
evaluacion, asi como el ciclo de vida y variabilidad genética del patdgeno. Esto, asegura la
posibilidad de evaluar una gran cantidad de germoplasma y tener un porcentaje de
infeccion elevado que permita discriminar claramente entre materiales resistentes y
susceptibles (Niks et al., 2011).

Los métodos de inoculacion desarrollados hasta el momento (Metha, 1967; Baggett y
Koepsell, 1983; Stromberg et al., 1984; Matyac y Kommedahl, 1985b; Whythe y Gevers,
1987; Martinez y Ledesma, 1990; Craig y Frederiksen, 1992; Pradhanang y Ghimire, 1996;
Quezada-Salinas et al., 2013), han sido la base para diversas investigaciones, pero no existe
claridad acerca de la eficiencia de dichos métodos en la seleccion de germoplasma en
condiciones de campo, debido a que los porcentajes de infeccién inducidos varian
considerablemente, limitando su uso en un programa de mejoramiento genético a la

enfermedad.

Se han observado diferencias en los porcentajes de germinacion de las teliosporas de S.
reilianum del 11 % al 35 % (Potter, 1914; Osorio y Frederiksen, 1998; Quezada-Salinas et

al., 2013), llegando a reportarse de 60 a 90% de germinacion bajo condiciones especificas
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de almacenaje e incubacién (Pai y Pan, 1964). Esto, compromete la eficiencia en
reproduccion de los porcentajes de plantas infectadas, imposibilitando la adecuada

evaluacion de germoplasma por resistencia al patégeno.

Actualmente, existe la necesidad de materiales resistentes al carbon de la espiga del maiz
para las zonas agricolas donde el patdégeno ha cobrado importancia. Por lo anterior, el
objetivo de esta investigacion fue identificar una técnica de inoculacion eficiente de semilla
de maiz con S. reilianum f. sp. zeae, para la seleccion de germoplasma resistente a la

enfermedad.

2.- Materiales y Métodos

2.1.- In6culo

Con el proposito de seleccionar una fuente de in6culo con un porcentaje de germinacion
alto, durante 2013 se realizaron colectas de panojas y mazorcas de maiz infectadas con S.
reilianum f. sp. zeae, incluyendo 2 colectas en el estado de Guanajuato, 10 en el estado de
Hidalgo, 6 en el estado de México y 1 en el estado de Zacatecas. Las teliosporas se
retiraron de los soros, se pasaron por un tamiz de 117 micras (Mont Inox®), se
almacenaron en envases de plastico con CaCl, (J. T. Baker y Macron Fine Chemicals®
94%), y se conservaron a 20 + 2°C hasta su utilizacion. La viabilidad del indculo se verifico
previo a la inoculacion de la semilla de acuerdo a lo descrito por Quezada-Salinas et al.

(2013), seleccionandose como indculo la colecta con el mayor porcentaje de germinacion.

La caracterizacion morfoldgica del indculo se realizd observando laminillas de teliosporas
del patdgeno. Para esto, se caracterizaron 100 esporas al microscopio Optico y se realizaron
mediciones en un microscopio de luz a 100 X (CX31RBSFA, Olympus®). La
caracterizacion molecular se realiz6 a partir de cultivos monobasidiales, amplificando la
region ITS (Internal Transcribed Spacer) y parte de la region LSU rDNA (Large Subunit
Ribosomal DNA) usando los primers ITS1F/NL4.

Para la obtencion de cultivos monobasidiales, se utilizaron teliosporas de S. reilianum f. sp.

zeae previamente desinfestadas en una solucién acuosa de CuSO4 1.5% (w/v) por 24 h
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(Holliday 1974), lavadas con tres cambios de agua destilada estéril y recuperadas mediante
vacio, usando un embudo Buichner con papel filtro estéril grado 1 (Whatman ®). Se preparo
una suspension de 50 000 teliosporas mL en agua destilada estéril y se depositd 1 mL por
caja Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), distribuyendo la suspension en
la superficie del medio y eliminando el exceso de agua, decantandola sobre papel secante
estéril. Las cajas se incubaron en oscuridad a 25 °C por 24 h. De las teliosporas germinadas,
se tomaron basidios individuales y se transfirieron a cajas de Petri con PDA. Los cultivos
monobasidiales se dejaron crecer por 15 dias y posteriormente se seleccionaron tres

cultivos monobasidiales para la extraccion de ADN.

La extraccion total de ADN de los cultivos monobasidiales, se realiz6 con el kit comercial
Ultra Clean® Microbial DNA Isolation Kit de MoBio Laborarories Inc. La integridad del
ADN se verifico en un gel de agarosa al 1% y la cantidad de ADN se determind por
espectrofotometria a 260 nm de absorbancia con un espectrofotometro (Nanodrop® ND-1
V 3.2.1). Para amplificacién se usé una mezcla de 25 pL, buffer My Taq 1X, 10 pm de
cada iniciador, 1lU MyTaq™ DNA Polymerase (Bioline Germany) y 100 ng de ADN. La
amplificacion se realizo en un termociclador Eppendorf ®, mod. Mastercicler Pro con una
temperatura de desnaturalizacion inicial de 94 °C por 4 min, seguido por 35 ciclos a 94 °C
por 1 min para la desnaturalizacion, 55 °C 1 min y 72 °C por 1 min para la extension, méas

un ciclo de 72 °C por 10 min para la extension final.

La visualizacion de los productos amplificados se realizé6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% a 120 volts por 30 min. Para estimar el tamafio del fragmento amplificado se
utilizé el marcador molecular Pst I (Microzone ®), el cual indica 28 tamafios diferentes de
fragmentos que van de 15 pares de bases a 11.49 kilobases. Una vez finalizada la
electroforesis, el gel se analiz6 con un fotodocumentador Chemi Genius 2 Bio Imaging
System (Syngene®). Los productos de PCR se purificaron segin lo descrito por Kirby

(1965) y se mandaron a secuenciar a Macrogen Europe, Amsterdam, Holanda.

La calidad de las secuencias se determind mediante la observacién de los electroferogramas

usando el software 4peaks® Nucleobytes (Griekspoor y Groothuis, 1994), mientras que las
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secuencias se alinearon usando el software U GENE (Okonechnikov et al. 2012). Las
secuencias obtenidas se compararon en la base de datos del banco de genes GENBANK
utilizando la herramienta BLAST (Altschul et al. 1990) del Centro Nacional para la

Informacion Biotecnologica (NCBI).

2.2.- Evaluacion de los tratamientos en invernadero

Se usaron semillas de maiz de los hibridos de endospermo blanco AS1503® (Aspros), AZ
41801® (Azteca) y Euros® (Unisem) todos de endospermo blanco. El tratamiento
fungicida comercial de la semilla se eliminé lavandola con una solucion 1% de detergente
Roma® (Fabrica de Jabon La Corona S.A. de C.V.) agitando vigorosamente, seguido de
tres enjuagues con agua destilada estéril. Con el prop6sito de inactivar las moléculas de
fungicida ain presentes en la superficie de las semillas, la semilla se trat6 con una solucion
de cal (pH 12) por 5 min. Posteriormente, la semilla se desinfesté con una solucion de
hipoclorito de sodio (NaOCI) 1.5% por 2 min, se lavo con tres cambios de agua destilada

estéril y se secO a 22°C sobre papel absorbente estéril.

Anterior a la inoculacion de semillas, se verifico el efecto de la carboximetilcelulosa de
sodio (NaCMC), ADH®, acido alginico, azlcar mascabado, agar y grenetina sobre el
porcentaje de germinacién de las teliosporas; para esto, 1 mL de las suspensiones de
teliosporas se sembro en cajas de Petri con medio de cultivo PDA con tres repeticiones. Las
cajas se incubaron en oscuridad a 25 °C por 24 h y se evalud el porcentaje de germinacion
en tres campos a 40X por caja. Al no detectar efecto detrimental en la germinacion de las
teliosporas debido a estos compuestos, se procedié a utilizarlos en los tratamientos de

inoculacion en semilla (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Tratamientos evaluados para la determinar una técnica de inoculacién eficiente

de S. reilianum f. sp. zeae en semillas de maiz.

No. Tratamiento Inoculo Procedimiento
1 Testigo - -
2 Carboximetilcelulosa  1.7x10’ Las semillas se incorporaron a la
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de sodio (NaCMC) 1% teliosporas suspension de teliosporas por 1 min, se
mL-1 recuperaron y se secaron a 23 £ 2 °C por
24 h. con ayuda de un ventilador
(Quezada-Salinas et al., 2013).
ADH® 1.7x107 Las semillas se incorporaron a la
Producto comercial teliosporas suspension de teliosporas por 1 min, se
mL-1 recuperaron y se secaron a 23 £ 2 °C por
24 h.
Alginato de sodio al 1.7x107 Las semillas de maiz se incorporaron una
2% teliosporas por una en esta suspension por 1 min, se
mL-1 recuperaron y se colocaron en una
solucion de nitrato de calcio 1.6%. Se
recuperaron en una caja de Petri con agua
destilada estéril hasta el momento de la
siembra (Bashan, 1998).
AzUcar mascabado Las semillas se incorporaron a la
50% (w/v) suspension de teliosporas por 1 min, se
Agar — agar 2% (w/v) recuperaron en una caja de Petri, se
Grenetina 10% (w/v) cubrieron completamente con teliosporas.
(Wilson ®) Después, las semillas se colocaron en una
caja de Petri y se secaron a temperatura
ambiente (23 + 2 °C) por 24 h.
Mezcla de 1.8x108 T/g Las semillas se sembraron en macetas con
inéculo:suelo 1:200 suelo una mezcla inoculo-suelo (Matyac y

(VIV).

Kommedahl, 1985b).

En 2014, las semillas de maiz inoculadas se sembraron en un invernadero del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Méx. (19°27'43.1"N 98°54'13.4"W) en
bolsas de plastico de 40x40 con suelo estéril de caracteristicas similares al usado por

Quezada et al. (2013). Después de la siembra, las macetas se regaron a capacidad de
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campo. Con el propdsito de incrementar el porcentaje de infeccion, se evitd el riego
constante durante las primeras etapas de desarrollo de las plantulas (Wu et al., 1981; Mack
et al., 1984). Las plantas de fertilizaron cada 20 dias usando una solucion nutritiva de 5000
ppm de nitrégeno (Urea 46-00-00). La humedad y temperatura del invernadero se registro

con la ayuda de un datalogger (RHT10 EXTECH® Instruments).

La incidencia de la enfermedad se midio 45 dias después de floracion, contando el numero
total de plantas por maceta y el nimero de plantas infectadas en los diferentes tratamientos.
Las panojas se evaluaron por observacion directa de signos y sintomas, mientras que las
mazorcas se seccionaron longitudinalmente para observar la presencia interna de soros.
Nuevamente, las teliosporas procedentes de las plantas infectadas se caracterizaron

morfoldgica y molecularmente.

Los datos obtenidos se analizaron en base al modelo de un disefio de parcelas divididas,
donde las parcelas mayores fueron los hibridos, las parcelas menores los tratamientos, con
tres repeticiones por tratamiento y 10 plantas por unidad experimental. Los datos se
sometieron a andlisis de varianza y comparacion multiple de medias mediante el método de
la diferencia significativa honesta de Tukey a un nivel de significancia del 5%, usando del

software estadistico SAS® Systems for Windows V 9.4 (SAS Institute Inc. 1999).

2.3.- Validacion en campo

En 2015, se procedi6 a la validacion en campo de los métodos de inoculacion. Para esto, se
usaron semillas del hibrido AZ 41801® inoculadas con los métodos evaluados en
invernadero y como testigo se usaron también semillas del hibrido AZ 41801® sin
inocular. Previo a la inoculacion, se determind la viabilidad del indculo utilizado. La
infeccion del se midi6 sembrando las semillas en un lote en el Ejido Cinta Larga,
Mixquiahuala, Hgo. (20°11'24.6"N 99°14'35.2"W). La semilla inoculada se sembré en un
surco de 3 m de largo, 0.80 entre surcos, a una profundidad de 5 cm y 14 cm entre semillas.
Después de la siembra, el terreno se regd por inundacion y después se evito el riego
constante con el propoésito de incrementar el porcentaje de infeccion (Wu et al., 1981; Mack
etal., 1984).
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La incidencia de la enfermedad se registro 45 dias después de floracion. Se consideré como
planta enferma aquella que presenté sintomas en la panoja, jilote o en ambos. El
experimento se llevo a cabo a una temperatura media diaria de 14.2 °C, precipitacion

promedio de 29mm y humedad relativa promedio de 60%.

Los datos obtenidos se analizaron en base al modelo de un disefio en bloques completos al
azar, con tres repeticiones por tratamiento y 22 plantas por unidad experimental. Los datos
se sometieron a analisis de varianza y comparacion maltiple de medias mediante el método
de la diferencia significativa honesta de Tukey a un nivel de significancia del 5%, usando
del software estadistico SAS® Systems for Windows V 9.4 (SAS Institute Inc. 1999).

2.4.- Implementacion del mejor método para la seleccion de germoplasma

Posterior a la evaluacion en invernadero y campo, se procedié a la validacion del mejor
método en la seleccidén de germoplasma de maiz. Para esto, se inocularon 22 semillas de
cada una de 160 lineas C»-S3 de endospermo blanco, derivadas de un programa de
mejoramiento poblacional para resistencia genética a S. reilianum f. sp. zeae en los estados
de Toluca, Méx. y Mixquiahuala, Hgo. Como testigo se usaron semillas del hibrido AZ
41801® inoculadas y sin inocular. Previo a la inoculacion, se determiné la viabilidad del

in6culo utilizado.

Durante 2016, la infeccion de las lineas C»-Sz inoculadas con S. reilianum f. sp. zeae se
midié sembrandolas en un lote en el Ejido Cinta Larga, Mixquiahuala, Hgo. (20°11'24.6"N
99°14'35.2"W). La semilla inoculada de cada linea se sembr6 en un surco de 3 m de largo,
0.80 entre surcos, a una profundidad de 5 cm y 14 cm entre semillas. Después de la
siembra, el terreno se regd por inundacion y después se evit6 el riego constante con el

propdsito de incrementar el porcentaje de infeccién (Wu et al., 1981; Mack et al., 1984).
La incidencia de la enfermedad en cada una de las lineas C>-Sz se registro 45 dias después

de floracion. Se consideré como planta enferma aquella que presento sintomas en la panoja,

jilote 0 en ambos. El experimento de campo sembrado en el ciclo primavera-verano
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(marzo-septiembre) se llevé a cabo a una temperatura media diaria de 12.7 °C, precipitacion

promedio de 31mm y humedad relativa promedio de 62%.

La respuesta a la infeccidn de S. reilianum f. sp. zeae de las 160 lineas se separ6 en base a
los porcentajes de plantas enfermas, considerando los rangos 0 %, 0.1 — 10 %, 11 - 20%, 21
- 30%, 31 - 40%, 41 - 50%, 51 - 60% y > 60% de infeccion.

3.- Resultados y discusion

3.1.-Indculo

Después de 24 h en cajas de Petri con PDA a 25 °C, 18 de las 19 muestras de inoculo
probadas registraron porcentajes de germinacion de teliosporas entre 5y 19%. En contraste,
las teliosporas colectadas en un lote de maiz del hibrido Cardenal (Asgrow®) en el
Municipio de Tenango del Valle, Méx., alcanzaron 45.3% de germinacion despues de 24 h.

Este indculo fue seleccionado para usarse en el presente trabajo.

La desinfestacion de esporas con CuSO4 1.5% inhibié el desarrollo de hongos
contaminantes presentes en los soros, como Fusarium spp. El porcentaje de germinacion de
teliosporas observado en la muestra usada como indculo después de 24 h de incubacion, fue
superior a los reportados por Potter (1914), Osorio y Frederiksen (1998) y Quezada-Salinas
et al., (2013) quienes obtuvieron germinaciones maximas de 15, 28 y 35.4%,
respectivamente. Esta variacién en los porcentajes de germinacion puede afectar los
porcentajes de plantas infectadas en los métodos de inoculaciéon. Quezada-Salinas et al.,
(2013) mencionan que las diferencias en el porcentaje de germinacion de teliosporas
pueden deberse a las condiciones de almacenaje, tal como sucedi6é con el porcentaje de
germinacién de la muestra usada como indculo en el presente trabajo, la cual, tuvo un
periodo de secado en invernadero de 3 meses, mientras que el resto de las muestras tuvieron
solamente 5 dias de secado; sin embargo, es necesaria mas investigacion al respecto. En el
presente estudio, teliosporas con un periodo de secado en invernadero por 3 meses Yy
conservadas en botes de plastico con CaCl. (J. T. Baker y Macron Fine Chemicals® 94%),
almacenadas a 22+2 °C, sembradas en medio PDA e incubadas en obscuridad a 25 °C por

24 h registraron un porcentaje maximo de germinacion de 45.3%.
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En la observacion microscopica de los soros, se determind que estan constituidos por masas
de teliosporas de 63-82 pm (Figura 2.1 A). Las teliosporas tienen forma globosa a
subglobosa, algunas oviodes o de forma irregular, principalmente de coloracion café. El
tamafio de las teliosporas vari6 entre 10-12 x 11-13.5 pm, con presencia de
ornamentaciones (Figura 2.1 B). También, se observaron células estériles agrupadas
irregularmente, de color café claro a amarillo o hialinas de 9-16 um, generalmente
aplanadas en la superficie de contacto entre ellas (Figura 2.1 C). Estas caracteristicas
corresponden con la caracterizacion morfologica hecha por Vanky (2012). Las teliosporas
germinadas formaron un basidio septado de cuatro células, de cada una se form6 una
basidiospora (Figura 2.1 D), de las cuales se desarrollaron numerosas esporidias
secundarias que posteriormente, en medio de cultivo PDA, formaron colonias tipo levadura

color crema que a los 25 dias tomaron un color café claro a negro (Figura 2.2).

10 pm A0y

Figura 2.1. Estructuras de S. reilianum f. sp. zeae. A. Masa de teliosporas, B. Teliospora,
C. Células estériles agrupadas. D. Teliospora germinada.

El ADN proveniente de los cultivos monobasidiales obtenidos de la muestra usada como

inéculo, asi como el ADN de las teliosporas recuperadas de espigas y mazorcas enfermas al
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final del experimento en invernadero, usando el par de iniciadores ITS1F y NL4,

amplificaron un fragmento de aproximadamente 1300 pares de bases (Figura 2.3), como lo

reportado por Stoll et al., (2005).

Figura 2.2. Aspecto de las colonias de S. reilianum f. sp. zeae en medio cultivo PDA.

dds = dias después de la siembra.

El fragmento amplificado a corresponden al tamafio esperado de la regién ITS completa de
S. reilianum, mas la porcién de la region LSU rDNA (Stoll et al., 2005)

Figura 2.3. Productos de amplificacion mediante PCR empleando los iniciadores ITS1F y
NL4. MM. marcador molecular Pstl. 1. ADN de cultivo monobasidial generado a partir de

teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae usadas en inoculacién de semillas de maiz. 2. ADN
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de cultivo monobasidial de teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae de espigas enfermas de
maiz colectadas al momento de la evaluacion final en invernadero. 3. ADN de espigas
sanas. 4.- Testigo con agua.

La secuencias obtenidas (KY856895, KY856896) se alinean con un 99% de identidad a las
secuencias depositadas en el GenBank por Schirawski et al., (2008) quienes secuenciaron el
genoma completo de S. reilianum, corroborando la identidad del patdgeno inoculado y
recuperado después de la evaluacion en invernadero. No se obtuvo amplificacion con el
ADN proveniente del tejido de planta sana y la mezcla de reaccion donde el ADN se

sustituyo por agua para PCR estéril.

3.2.- Evaluacion de los tratamientos en invernadero

Ninguno de los materiales utilizados como vehiculo para la inoculacion de teliosporas del
hongo en semillas de maiz tuvo efecto negativo en la germinacién de las teliosporas
(Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2. Efecto de los adherentes sobre la germinacién de teliosporas de S. reilianum f.

sp. zeae
No. Adherente % de germinacion
1 Testigo 45.3
2 NaCMC 44.2
3 ADH® 43.0
4  Alginato de sodio 42.0
5  Azlcar mascabado 43.2
6 Agar—agar 46.1
7 Grenetina 45.5

Después de 45 dias de floracion, en las plantas testigo no se observaron signos 6 sintomas
de la enfermedad, mientras que en plantas provenientes de semilla inoculada se observo

formacion de soros llenos de teliosporas que remplazaron total o parcialmente la panojay la
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mazorca de las plantas (Figura 2.4), lo que corresponde con lo descrito por Matyac y
Kommedahl (1985b). Los cambios a nivel fisioldgico y morfoldgico observados en plantas
de los tres hibridos inoculados con el patdégeno, causaron una reduccién en la produccion de

polen y grano, como es sefialado por Ghareeb et al., (2011).

Figura 2.4. A. Aspecto de las plantas y B. mazorcas de plantas testigo (T) y de plantas de

semilla inoculada (1) con teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae.

ElI ANOVA no mostro diferencias estadisticamente significativas entre la respuesta a la
infeccion entre los tres hibridos evaluados (Cuadro 2.3). Sin embargo, la tendencia de
porcentaje de plantas infectadas fue: AZ 41801 (48.7%) > Euros (42.5%) > AS1503
(31.6%).

Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos de inoculacion evaluados
(Cuadro 2.3). Los hibridos AS1503, AZ 41801 y Euros presentaron el mayor porcentaje de
plantas infectadas cuando las semillas fueron inoculadas usando grenetina como adherente.

Este tratamiento indujo medias de plantas infectadas del 86.1, 96.3 y 95.2%
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respectivamente, demostrando que este método es superior al resto de los métodos
probados. El segundo grupo, lo constituyen los tratamientos indculo/suelo (Trat. 8) y agar-
agar (Trat. 6) con porcentajes de plantas infectadas del 74.71 y 51.79, respectivamente. El
tratamiento de NaCMC (Trat. 2) indujo solo un 40.59 % de plantas infectadas y el resto de
los tratamientos promovieron porcentajes mas bajos. En los testigos no se presentaron

plantas enfermas.

Cuadro 2.3. Porcentaje de plantulas de maiz infectadas con S. reilianum f. sp. zeae,

generadas de semillas inoculadas con teliosporas utilizando diferentes tratamientos.

Tratamiento Infeccion promedio de plantulas de maiz (%)

AS1503 Euros AZ 41801 Media
1) Testigo 0.0 0.0 0.0 00e
2) NaCMC 35.9 35.8 50.0 40.59 cd
3) ADH 5.6 20.8 29.0 18.46 de
4) Acido alginico 11.1 20.0 21.4 17.51 de
5) Azucar mascabado 4.2 42.1 49.2 31.81cd
6) Agar—agar 41.7 54.2 59.5 51.79 bc
7) Grenetina 86.1 95.2 96.3 92.54 a
9) In6culo:Suelo 68.1 72.0 84.1 74.71 ab
Media 31.6a 425 a 48.7 a

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
DMS (5%): 29.93
CV: 48.65

3.3.- Validacién en campo

Durante la evaluacion de la incidencia de la enfermedad en las plantas provenientes de
semillas inoculadas con los diferentes tratamientos se observaron sintomas caracteristicos
de la enfermedad, mientras que el testigo se mantuvo libre de la enfermedad. EI ANOVA
mostrd diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. En el Cuadro 2.4
se muestra la separacién de medias por el método de Tukey de los 8 tratamientos
evaluados, en donde nuevamente se demuestra que el tratamiento en donde se uso grenetina

como adherente obtuvo el mayor porcentaje de infeccion.
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Cuadro 2.4. Porcentaje de plantulas de maiz infectadas con S. reilianum f. sp. zeae,
generadas de semillas inoculadas con teliosporas utilizando diferentes tratamientos en la

evaluacion en campo.

Tratamiento Infeccion promedio de plantulas (%0)

1) Testigo 0.0d

2) NaCMC 21.93 bc

3) ADH 13.40 cd

4) Acido alginico 29.90 bc

5) Azucar 28.86 bc

6) Agar—agar 34.93b

7) Grenetina 90.03 a

8) Inéculo:Suelo 19.26 bcd

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
DMS (5%): 20.42
CV:23.79

3.4.- Implementacion del mejor método para la seleccion de germoplasma
La inoculacion artificial con grenetina como adherente en las 160 lineas C»-S3 de maiz de
endospermo blanco resulté con un porcentaje de plantas enfermas que vario de cero a

54.5%, mientras que en el hibrido AZ 41801® se encontrd un 70.7 %.

La distribucién de la enfermedad en las 160 lineas inoculadas con teliosporas de S.
reilianum f. sp. zeae usando como adherente grenetina al 10% fue: 84 lineas (52.5%) no
presentaron la enfermedad, 29 (18.1%) con incidencia de 1-10%, 27 (16.8 %) con
incidencia de 11-20%, 15 (9.4%) con incidencia de 21-30%, y el resto de las lineas (5)
presentaron incidencia entre 31-55%. La incidencia méaxima encontrada en este
experimento fue de 54.5 %, mientras que el testigo sin inocular no presenté la enfermedad
(Figura 2.5). Las 84 lineas C»-Ss, se recombinaran siguiendo un programa de mejoramiento
S1 recurrente, mediante polinizacion controlada y posteriormente generar nuevas lineas S1y
continuar seleccionado lineas resistentes a la enfermedad, para usarse en la formacion de

nuevas variedades sintéticas de polinizacion libre con alto rendimiento y resistencia a la
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enfermedad.

Los porcentajes de plantas infectadas son méas bajos respecto a lo obtenido en los hibridos
evaluados en invernadero, debido a que las lineas C>-Sz tuvieron previamente 2 ciclos de
seleccion a la enfermedad bajo condiciones de infeccion natural eliminando lineas

homocigoticas susceptibles a la enfermedad.
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Figura 2.5. Distribucion de incidencia en lineas S3 de maiz de endospermo blanco

afectadas con carbon de la espiga 45 dias después de floracion.

El uso de grenetina como adherente en la inoculacion de semillas de maiz asegura la
permanencia del indculo sobe la semilla, ya que la pérdida de indculo durante el transporte
y manejo en campo es menor comprado con el tratamiento NaCMC (Quezada-Salinas et
al., 2013). Con base en los porcentajes de plantas infectadas obtenidos en la presente
investigacion, se propone en uso de grenetina como adherente en la inoculacion de semillas

de maiz con teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae, para la evaluacion de germoplasma de
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maiz dentro de un programa de mejoramiento para resistencia al carbén de la espiga del

maiz.

4.- Conclusiones

El método de inoculacion con grenetina mostré ser mejor que el resto de los métodos
evaluados.

La validacion en campo del método de inoculacién con grenetina demostrd que esta
metodologia es efectiva para la seleccion de germoplasma, ya que permite diferenciar
claramente entre germoplasma resistente y susceptible, bajo condiciones de campo.

Esta técnica de inoculacion es valida, pero queda la opcion de seguir investigando para

desarrollar una técnica mas eficiente.
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CAPITULO 111

HERENCIA DE LA RESISTENCIA A Sporisorium reilianum f. sp. zeae EN
GERMOPLASMA DE MAIZ (Zea mays L.) DE ALTURA

Resumen

El carbon de la espiga del maiz (Zea mays L.) causado por Sporisorium reilianum f. sp.
zeae (Kiihn) Langdon and Fullerton es una enfermedad de distribucion mundial y de
importancia econdmica en México debido a las pérdidas que ocasiona por reduccién en el
rendimiento. A pesar de que existen diferentes métodos de control, la seleccion de
resistencia genética es la medida de control mas eficiente para el manejo de la enfermedad.
Debido a la falta de informacion sobre la herencia de la resistencia a la enfermedad en
germoplasma de maiz de altura de México, en Mixquiahuala, Hgo. se determiné la base
genética de la resistencia a S. reiianum f. sp. zeae en este germoplasma, mediante la
caracterizacion de la aptitud combinatoria general (ACG), la aptitud combinatoria
especifica (ACE), heredabilidad (h?) y heterosis de 14 lineas S; mediante el disefio 1l de
Griffing que incluy6 14 lineas parentales méas las 91 cruzas directas. Se utilizo el disefio
experimental fue bloques completos al azar con tres repeticiones. Tanto la ACG como la
ACE fueron altamente significativas (P<0.01), lo que indica que tanto los efectos de
dominancia como los efectos de aditividad son importantes en la resistencia a la
enfermedad. Sin embargo, la ACG fue mas grande que la ACE, indicando que los efectos
aditivos son méas importantes. Los hibridos mas resistentes fueron los derivados de dos
lineas con una alta ACG. Las mejores lineas para producir hibridos altamente resientes
fueron P2 y P1, que tuvieron los mejores efectos negativos de ACG. La heredabilidad en
sentido estricto fue de 0.22. Lo anterior indica que mediante seleccion recurrente los genes
de resistencia pueden ser acumulados e incrementar el nivel de resistencia a la enfermedad.
La determinacion del namero de genes involucrados en la resistencia a la enfermedad se

continuaré trabajando.

Palabras clave: Herencia de la resistencia, disefo dialélico, heredabilidad.
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Abstract

Head smut of maize (Zea mays L.) caused by Sporisorium reilianum f. sp. zeae (Kuhn)
Langdon and Fullerton is a disease of worldwide distribution and of economic importance
in Mexico, due to losses caused by the reduction in yield. Although there are different
control methods, the selection of genetic resistance is the most efficient control measure for
the management of the disease. Due to the lack of information on the inheritance of disease
resistance in highland maize germplasm from Mexico, in Mixquiahuala, Hgo. the genetic
basis of resistance to Sporisorium reilianum f. sp. zeae was determined in this germplasm,
through the characterization of the general combinatorial aptitude (GCA), the specific
combinatorial aptitude (ACE), heritability (h2) and heterosis of 14 S3 lines through the
design 11 of Griffing that included 14 parental lines plus 91 direct crosses. We used the
experimental design of the complete blocks at random with three repetitions. Both the ACG
and the ACE were highly significant (P <0.01), which indicates that both the dominance
and additivity effects are important in the resistance to the disease. However, the ACG was
larger than the ACE, indicating that the additive effects are more important. The most
resistant hybrids were those derived from the lines with a high ACG. The best lines to
produce hybrids were P2 and P1, which had the best negative effects of ACG. The
heritability in the strict sense was 0.22. This indicates that through recurrent selection, the
resistance genes can be accumulated and increase the level of resistance to the disease. The
determination of the number of genes involved in the resistance to the disease will continue

working.

Key words: Inheritance of the resistance, dialélico design, heritability.

1.- Introduccion

El agente causal del carbon de la espiga del maiz (CEM) (Zea mays L.) es Sporisorium
reilianum f. sp. zeae (Kiithn) Langdon and Fullerton (syn. Sphacelotheca reiliana (Kuhn)
Clint.) (Ustilaginales: Ustilaginaceae) (Martinez et al., 2002). El patégeno es un hongo
dimorfico, que presenta una fase saprofitica haploide y otra parasitica diploide (Martinez et
al., 2001). La infeccidn es causada por basidiosporas presentes en el suelo, en las primeras

etapas de desarrollo de la raiz (Martinez et al., 2000). Posteriormente, el hongo crece con el
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meristemo apical hasta invadir las inflorescencias del maiz (Martinez, Roux, and Dargent
1999), donde produce soros negros con teliosporas que reemplazan las mazorcas y panojas
(Potter, 1914). Una vez que el patdgeno alcanza la madurez, el peridio de los soros se
rompe y libera las teliosporas, mismas que son diseminadas por el viento y se depositan de

nuevo en el suelo (Martinez et al., 2001).

La enfermedad tiene una amplia distribucion a nivel mundial (Li et al., 2008; Anderson et
al., 2016). En México, la enfermedad se ha reportado en los estados de Jalisco, Durango,
Hidalgo, Puebla, Querétaro, Guanajuato, Michoacan, Oaxaca, Sonora, Tamaulipas Yy
Aguascalientes, pero su distribucion puede ser mas extensa (Aquino-Martinez et al., 2011).
En germoplasma de maiz susceptible se han reportado incidencias de hasta 80%
(Frederiksen, 1977), con reducciones en el rendimiento superiores al 30% (Matyac y
Kommedahl, 1985).

La resistencia genética es una estrategia importante para el control del CEM (Pataky,
1999). En la evaluacion de diferentes fuentes de germoplasma de maiz se ha observado un
amplio rango de respuestas a la infeccion del patdgeno, presentandose incidencias que van
del 0 al 90% (Stromberg et al., 1984; Whythe y Gevers, 1987; Ali y Baggett, 1990; Wang
et al., 2008). Diferentes investigaciones indican que la resistencia genética a la enfermedad
es de origen cuantitativo, con herencia principalmente aditiva y altamente compleja
(Anderson et al. 2016). Libberstedt et al., (1999) después de evaluar 220 familias F3
derivadas de la cruza de las lineas D32 y D145, identificaron 2 conjuntos de 3 y 8 QTLs
que explicaron el 13% y 44% de la resistencia, respectivamente. También, encontraron que
entre los 11 QTLs, la principal accion génica fue aditividad o dominancia parcial, con

algunas interacciones epistaticas digénicas.

Li et al., (2008) evaluaron una poblacion de 184 familias F2 y F3 derivadas de la cruza
entre las lineas homocigéticas Mol17 (resistente) y Huangzao4 (susceptible), encontrando
que las varianzas genotipica y GXE para incidencia de la enfermedad fueron altamente
significativas en la poblacion. La heredabilidad del caracter de resistencia a la enfermedad

vario entre 0.62 a 0.70 e identificaron cinco QTLs que explicaron del 5.0 al 43.7% de las
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varianzas fenotipicas en cuatro ambientes. Tres de los cuales habian sido identificados
previamente por Libberstedt et al., (1999). EI QTL de mayor importancia fue el localizado
en el cromosoma 2, que explico hasta el 43.7% de la varianza fenotipica, el cual puede ser
usado para la seleccion asistida por marcadores moleculares para la resistencia a la
enfermedad. Recientemente, Wang et al., (2012), a partir de la genotipificacion de 144
lineas endogémicas usando 45 868 polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) encontraron
18 nuevos genes asociados con la resistencia al carbon de la espiga del maiz. Debido a que
hasta el momento no se cuenta con informacion sobre la genética de la resistencia a la
enfermedad en maices de altura en México, se planted el presente estudio con el objetivo de
determinar la base genética de la resistencia a S. reiianum f. sp. zeae en germoplasma de

maiz con endospermo blanco, adaptado a Valles Altos de México.

2.- Materiales y Métodos

2.1.- Germoplasma de maiz utilizado

Inicialmente, se usaron 60 lineas Sz procedentes de una poblacion con amplia base genética
de endospermo blanco, derivadas de un programa de seleccion y mejoramiento para
resistencia genética a S. reilianum f. sp. zeae en Toluca, Méx. y Mixquiahuala, Hgo. En el
verano de 2013, se generaron 160 lineas S3 en un vivero de seleccion y mejoramiento en el
municipio de Valle de Bravo, Méx., en donde se seleccionaron las mejores plantas entre y

dentro de lineas S2 seleccionadas.

2.2.- Evaluacion de infeccion de lineas Ss

La infeccidn de las lineas Sz a S. reilianum f. sp. zeae se evalu6 inoculando artificialmente
22 semillas de cada linea y sembrandolas en un lote en el Ejido Cinta Larga, Mixquiahuala,
Hgo. La semilla de cada linea, inoculada con una solucion acuosa de grenetina 10%, se
sembrd en un surco de 3 m de largo y 0.80 entre surcos, a una profundidad de 5 cm, con
separacion de 14 cm entre semillas. Después de la siembra, el terreno se rego por
inundacion y se evito el riego constante con el proposito de incrementar el porcentaje de
infeccion (Matyac y Kommedahl 1985). La incidencia de la infeccion de cada linea S3 se
registr6 45 dias después de floracion. Se consider6 como planta enferma aquella que

presento sintomas en la panoja, en el jilote 0 ambos. Como testigo se usaron semillas del
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hibrido AZ 41801® inoculadas y sin inocular. EI experimento de campo sembrado en el
ciclo 2015 (marzo-septiembre) se llevé a cabo a una temperatura media diaria de 12.7°C,

precipitacion promedio de 31mm y humedad relativa promedio de 62%.

2.3.- Seleccion de progenitores

La respuesta de las 160 lineas Sz a la infeccion de S. reilianum f. sp. zeae se agrupé en base
a la incidencia de la enfermedad, considerando los rangos 0 %, 0.1 — 10 %, 11 - 20%, 21 -
30%, 31 - 40%, 41 - 50%, 51 - 60% y > 60% de infeccion. Con base a la incidencia de

infeccion en las lineas Ss, se seleccionaron 7 resistentes y 7 susceptibles a la enfermedad.

2.4.- Disefio de apareamiento genético

Las 14 lineas seleccionadas se sembraron en un vivero en el Ejido Cinta Larga,
Mixquiahuala, Hgo. para generar todas las combinaciones posibles requeridas en el disefio
de apareamiento dialélico tipo Il (Griffing 1956). Los cruzamientos se realizaron para
constituir el dialelo, incluyendo todos los cruzamientos directos posibles (Figura 3.1). Los

14 progenitores y las 91 cruzas resultantes generaron un total de 105 entradas, segun la

formula n(z_l) = 14;13 = 91 hibridos + 14 progenitores.
R s
/3 |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
7 o e o (e e e e o o o
R 5 oo oo o° o° o° o° o° o° o°
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Figura 3.1. Esquema del disefio de apareamiento dialélico tipo Griffing Disefio I1.

Susceptible = S = ° y Resistente = R=»
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A partir de la evaluacion de infeccion de la generacion F1 mediante inoculacién artificial,
se obtuvieron los parametros genéticos de ACG, ACE, h? y heterosis. El experimento de
campo, sembrado en el ciclo 2016 (marzo-septiembre) se llevo a cabo a una temperatura
media diaria de 15.9 °C, precipitacion promedio de 34.9mm y humedad relativa promedio
de 66%.

2.5.- Andlisis de informacion colectada

Los datos del porcentaje de plantas enfermas por CEM se analizaron utilizando un disefio
de bloques completos al azar con tres repeticiones. Los datos se sometieron a analisis de
varianza y comparacion multiple de medias mediante el método de la diferencia
significativa honesta de Tukey a un nivel de significancia del 5%, usando del software
estadistico SAS® Systems for Windows V 9.4. (SAS Institute Inc. 1999).

2.6.- Andlisis dialelico

Para el andlisis del dialelo se utilizé el Modelo I o de frecuencias fijas para el célculo de las
ACG y ACE, donde las lineas son deliberadamente escogidas y no pueden ser consideradas
como una muestra aleatoria de ninguna poblacion. Mientras que para la estimacion de los
componentes de varianza y la heredabilidad se utilizd el Modelo Il o de frecuencias
aleatorias, en donde lineas parentales son asumidos en su totalidad como una muestra
aleatoria de alguna poblacion de la cual se quieren hacer inferencias, propuesto por Griffing
(1956). Ambos modelos bajo el disefio 2 que incluye las lineas parentales, asi como todas

las cruzas directas posibles, sin considerar las cruzas reciprocas.

En el ciclo 2017, en un vivero establecido en Cinta Larga, se hicieron cruzas fraternales en
cada F1 mediante polinizacion controlada, para obtener la F2 y posteriormente determinar
la herencia en las cuatro generaciones (P1, P2, F1 y F2). Para determinar el nimero de
genes implicados en la resistencia a la enfermedad se continuara trabajando. Las cruzas de
estas generaciones podran utilizarse en la formacion de variedades sintéticas de

polinizacién libre con alto rendimiento y resistencia a la enfermedad.

50



3.- Resultados y discusion

En la inoculacidn artificial en las 160 lineas S3 de maiz de endospermo blanco se obtuvo
con un maximo de 54.5% de infeccidn en la linea més susceptible, mientras que el hibrido
AZ 41801® tuvo 70.7 %. Los porcentajes de plantas infectadas en las lineas S3 son mas
bajos respecto al testigo inoculado, debido a que las lineas S2 del germoplasma original
donde se generaron las lineas S3, tuvieron previamente 2 ciclos de seleccion a la
enfermedad bajo condiciones de infeccion natural y las lineas homocigéticas a la
enfermedad eran eliminadas. Desafortunadamente, por escases de semilla, la linea méas

susceptible no se incluyd como progenitor dentro del disefio dialélico.

La distribucién de la enfermedad en las 160 lineas inoculadas con teliosporas de S.

reilianum f. sp. zeae se muestra en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Frecuencia de incidencia del CEM en lineas S3 de maiz de endospermo blanco

en plantas 45 dias después de floracion.
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Las lineas seleccionadas para el disefio de apareamiento dialélico, asi como el origen y los
porcentajes de infeccion alcanzados mediante inoculacion artificial se muestran en el
Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1. Nombre, origen e incidencia de infeccion de progenitores utilizados en el

disefio de apareamiento dialélico tipo Griffing Disefio Il.

RESISTENTES SUSCEPTIBLES
No. linea Origen % No. linea  Origen % infeccion
CL 15 infeccion CL 15
P1 19-66 0 P8 19-18 40.0
P2 19-68 0 P9 19-27 28.57
P3 19-95 0 P10 19-56 28.57
P4 19-112 0 P11 19-73 25.0
P5 19-117 0 P12 19-76 27.27
P6 19-120 0 P13 19-104 23.08
P7 19-129 0 P14 19-115 25.0

3.1.- Andlisis de varianza

Los resultados del analisis de varianza del disefio de apareamiento dialélico se muestran en
el Cuadro 3.2, en donde se observa que tanto la ACG como la ACE fueron altamente
significativas (P<0.01), lo que indica que tanto los efectos génicos de dominancia como los
efectos génicos de aditividad son importantes en la resistencia a la enfermedad. Sin
embargo, la ACG fue mas relevante que la ACE, indicando que los efectos aditivos son

mas importantes.

Cuadro 3.2. Analisis de varianza para la incidencia del CEM en el dialélico.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Valor F Pr(>F)
variacion libertad cuadrados medio

Repeticion 2 2884.55 1442.27 24.71 2.35421E-10
Cruza 104 95826.75 921.41 15.79 1.44849E-60
ACG 13 26826.80 2063.60 35.35 0
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ACE 91 68999.95 758.24 12.99 0
Error 208 12140.63 58.37

3.2.- Variabilidad de los progenitores

Los resultados del ANOVA para el porcentaje de plantas infectadas por el CEM de los
catorce progenitores se presentan en el Cuadro 3.3. El andlisis estadistico mostro
diferencias significativas entre los 14 progenitores (P<0.01), lo que indica que hubo una
alta variabilidad en el porcentaje de plantas infectadas por el CEM. Esto se muestra en la
agrupacion Tukey en donde las lineas P12 y P8 son estadisticamente las lineas mas
susceptibles, seguidas por el grupo conformado por las lineas P10, P9, P11, P14, P13 que
mostraron un nivel de susceptibilidad menor, mientras el resto de las lineas fueron

resistentes.

Cuadro 3.3. Andlisis de varianza para la incidencia del CEM en las 18 lineas parentales que

conforman al disefio dialélico.

Fuente de G.L. S.C. C.M. Valor F Pr(>F)
variacion
Bloques 2 56.23 28.11 0.27 0.7651
Genotipos 13 12978.52 998.34 9.60 <.001
Error 26 2702.71 103.95
Total 52 15737.46 1130.40

R?=0.83, CV=62.46

El agrupamiento Tukey se muestra en el Cuadro 3.4, en donde se observa que, tanto las
lineas susceptibles como las resistentes tuvieron el mismo comportamiento que en la
evaluacion previa que permitid seleccionarlas para constituir el dialelico, ya que las lineas
parentales resistentes se comportaron como resistentes con una media de cero y los
susceptibles se mostraron como susceptibles alcanzando una media de 32.4, siendo la linea

12 la que presentd la mayor susceptibilidad.
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Cuadro 3.4. Porcentajes de infeccion del CEM registrados en las 18 lineas progenitoras

seleccionadas para el disefio dialélico.

Linea Media Agrupamiento
P12 50.90 A
P8 42.37 A
P10 28.43 AB
P9 28.33 AB
P11 28.20 AB
P14 25.27 AB
P13 25.00 AB
P7 0.0 B
P1 0.0 B
P2 0.0 B
P3 0.0 B
P4 0.0 B
P5 0.0 B
P6 0.0 B

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (a=0.05, DMS 30.67).

3.3.- Variabilidad de los hibridos

Para el porcentaje de plantas infectadas por el CEM, los resultados del ANOVA de los 91
hibridos se presentan en el Cuadro 3.5. El andlisis estadistico mostré diferencias altamente
significativas entre los 91 hibridos (P<0.01); indicando una alta variabilidad en la respuesta
a la infeccion del CEM de los hibridos evaluados.

Cuadro 3.5. Analisis de varianza para la incidencia del CEM en los 91 hibridos del disefio

dialélico.
Fuente de G.L. S.C. C.M. Valor F Pr(>F)
variacion
Bloques 2 3002.57 1501.28 29.07 <.001
Hibridos 90 83120.38 923.55 17.88 <.001
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Error 180 9295.34 51.64
Total 272 95418.29 2476.47

R2=0.90, CV=44.23

Los porcentajes de infeccion que tuvieron los 91 hibridos se presentan el Cuadro 3.6.
Considerando las cruzas RxR, las cinco cruzas mas sobresalientes por su resistencia al
CEM, fueron P1xP3, P1xP7, P2xP3, P2xP7, P5xP7, dentro de las cuales sobresalen
aquellas que involucran las siguientes lineas: P1, P2 y P7.

En el grupo de cruzas SxS, los hibridos mas susceptibles fueron P8xP11, P10xP11,
P10xP12, P10xP13, P11xP13, P12xP13 yP12xP14, siendo P10 y P12 las lineas que
derivaron una mayor proporcién de hibridos susceptibles. Sin embargo, los hibridos con

mayor susceptibilidad al CEM fueron aquellos en donde P8 y P12 estuvieron involucradas.

La severidad promedio de las cruzas que involucran dos padres resistentes fue de 7.4, la
cruza de resistentes por susceptibles fue de 15.0 y la media de las cruzas de dos padres
susceptibles fue de 25.5, mientras que la media general fue de 3. Estos valores sugieren que

la incidencia del CEM fue aceptable para discriminar entre diferentes niveles de resistencia.

Respecto a los hibridos que fueron el resultado de cruzar un material inmune con materiales
altamente susceptibles dieron origen a hibridos F1 con nivel intermedio de resistencia de
15, excepto en aquellas cruzas donde la ACE fue significativa. Resultados similares se han
encontrado durante el estudio de la herencia de la resistencia de otras enfermedades del
maiz. Josephson y Naidu, (1971) y Loesch y Zuber (1972) indican que esto es evidencia de
que la resistencia al CEM es parcialmente dominante y controlada por pocos genes,
mientras que Borges (1987) y Halseth et al., (1991) argumentan que este tipo de
distribucion sugiere que la resistencia es poligenica y parcialmente dominante; no obstante,

esto debera ser comprobado en futuros analisis de segregacion.
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Cuadro 3.6. Incidencia promedio del CEM registrada en 91 hibridos incluidos en el disefio dialélico.

Linea P1 P2 P3 P4 PS P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 Media

P1 00 160 0.0 3.2 6.3 5.2 0.0 0.0 126 8.4 446 31 272 0.0 9.7
P2 00 0.0 7.4 2.5 11.7 00" 121 2.8 7.2 0.0 30.5 25 217 8.2
P3 0.0 3.0 00" 252 3.6 6.6 5.5 22.2 5.2 30.9 141 378 14.0
P4 0.0 222 10.0 19.0 409 0.0 45 29.2 24 294 0.0 15.8
P5 0.0 695 0.0 41 111 36.2 0.0 6.7 0.0 299 17.5
P6 0.0 3.2 23.5 0.0 9.7 12.0 00 413 8.9 12.3
P7 0.0 16.9 0.0 29.6 18.8 57.6 0.0 280 216
P8 406 194 19.9 70.17 00 210 103 235
P9 28.3 25 273 9.8 0.0 0.0 7.9
P10 28.4 39477 4317 3967 263 37.1
P11 28.2 260 6337 154 349
P12 50.9 41.07 60.07 505
P13 25.0 0.0 0.0
P14 25.3

Media 16.0 0.0 4.5 7.8 24.3 4.3 14.9 6.4 156 247 19.1 233 18.3

7indica los 6 hibridos estadisticamente mas resistentes al CEM dentro del grupo de cruzas R*R

7 indica los 7 hibridos estadisticamente mas susceptibles al CEM dentro del grupo de cruzas S*S



3.4.- Andlisis dialélico

3.4.1.- Efectos de Aptitud Combinatoria General

Debido a que los efectos genéticos aditivos fueron los mas significativos en conferir la
resistencia al CEM es necesario hacer énfasis en los valores de ACG estimados para cada
linea. Los efectos estimados de ACG para cada uno de los 14 progenitores se presentan en
el Cuadro 3.7 (y Figura 3.3) en donde los valores negativos indican una contribucién hacia
resistencia, mientras que los valores positivos representan lo opuesto. Con base en los
efectos de ACG, los mejores progenitores para generar hibridos con un alto nivel de
resistencia al CEM son el P2 y P1, donde los efectos de ACG fueron negativos y
significativamente diferentes de cero, mientras que las lineas P12 y P11 tuvieron la mayor

ACG positiva, siendo las lineas que contribuyeron hacia susceptibilidad.

Generalmente las lineas con mayor ACG produjeron los hibridos mas resistentes, en
contraparte Ulrich et al., (1990), en el patosistema Cercospora zeae-maydis determinaron
que las lineas con mayor ACG no siempre producian los hibridos mas resistentes,
sugiriendo que la evaluacion deberia ser necesaria para diferenciar los distintos niveles de
resistencia de las lineas que los componen. En la presente investigacién, el comportamiento
fenotipico de las lineas per se provee es suficiente para predecir su comportamiento en
cruzas considerando que la ACE sea significativa. Borges y Orangel, (1987) y Huff et al.,
(1988) sugieren que bajo ésta situacion la seleccion de nuevos progenitores para formar
combinaciones hibridas puede ser principalmente basada en el comportamiento per se de
las lineas, permitiendo evaluar otras caracteristicas agrondmicas deseables en los hibridos.
Hung and Holland, (2012) también indican que la ACG es un buen indicador del

comportamiento de lineas en combinaciones hibridas.

Cuadro 3.7. Aptitud combinatoria general calculada en el disefio dialélico para la

resistencia al CEM.

Error
Progenitor ACG estandar Valorde T  Probabilidad T Rango
P1 -7.315** 1.063 -6.884 0.000 13
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P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9

P10

P11

P12

P13

P14

-8.076**
-5.588**
-4.517**
-3.440**
-1.461
-4.176**
5.154**
-5.996**
6.370**
10.251**
10.585**
5.370**
2.839*

1.063
1.063
1.063
1.063
1.063
1.063
1.063
1.063
1.063
1.063
1.063
1.063
1.063

-7.600 0.000
-5.259 0.000
-4.251 0.001
-3.237 0.006
-1.375 0.192
-3.930 0.002
4.850 0.000
-5.643 0.000
5.995 0.000
9.647 0.000
9.961 0.000
5.054 0.000
2.672 0.019

oo A PN W

*, ** Significativamente diferente de cero y con un valor de probabilidad de 0.05 y 0.01 respectivamente.

0.0

Aptitud Combinatoria General

-5.0

10.3 106

6.4
5.2 54

2.8

-7.3

-8.1

-34

4.2
-6.0

Ndmero de padre

Figura 3.3. Aptitud combinatoria general de las 14 lineas que constituyeron el disefio

dialélico para resistencia al CEM.
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Adicionalmente, las lineas P8 y P13 tuvieron efectos de ACG positivos, contribuyendo con
susceptibilidad al CEM. Sin embargo, tuvieron los menores efectos de ACG positiva (5.15
y 5.37, respectivamente y a= 0.01) en comparacion con el resto de las lineas susceptibles,
pero el hibrido resultante de estas lineas resulté en un menor nivel de resistencia a la
enfermedad (ACE -5.8), sugiriendo que ambas lineas presentan niveles acumulados de

resistencia.

Las lineas P5 y P7 tuvieron valores de ACG negativos, contribuyendo con resistencia a la
enfermedad. Sin embargo, tuvieron los menores efectos de ACG negativa (3.44 y 4.17,
respectivamente y o= 0.01) en comparacion al resto de las lineas resistentes. El hibrido
resultante de estas lineas fue mas resistente que cada una de las lineas per se, sugiriendo
que ambas lineas presentan niveles adecuados de resistencia, para ser incluidas en

programas de mejoramiento para resistencia a la enfermedad.

Las lineas P2 y P1 tuvieron los mayores efectos negativos de ACG, comportandose
inmunes al CEM, con una incidencia promedio de 12.3 en combinaciones hibridas con
materiales susceptibles. EI amplio rango de respuestas a la infeccion de S. reilianum indica
que en la resistencia estén involucrados distintos genes que operan tanto aditiva como
dominantemente; Vanderplank, (1984) sefiala que tanto la resistencia monogénica como
poligénica pueden subsistir en una misma planta en proporciones variables. (Renfro 1984)
plantea que en la planta de maiz la situacion ideal seria la combinacién de los dos sistemas

operando en forma conjunta.

3.4.2.- Efectos de Aptitud Combinatoria Especifica

Debido a que la ACE también fue significativa, se concluye que los efectos de dominancia
y/o epistasis fueron los mas importantes en algunas cruzas especificas, por lo que algunos
hibridos no reaccionaron como se esperaba de acuerdo con la ACG de sus progenitores.
Indicando que las cruzas mas resistentes no siempre procedieron de las lineas con mayor
ACG, y en algunos casos padres con una buena ACG dieron origen a hibridos susceptibles.
Los valores estimados de ACE para localidades combinadas se muestran en el Cuadro 3.8.
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Dentro del grupo de cruzas RxS, los hibridos con mayor ACE positiva fueron los que
involucran a la linea resistente P7 con las lineas P10, P12 y P14, lo que posiblemente indica
que la composicion genética de estas lineas contenga genes que interfieren con la expresion
de los genes de resistencia del P7 ya que el valor fenotipico de estas cruzas fue
estadisticamente igual al de hibridos provenientes de dos lineas susceptibles. El resto de las

cruzas que involucran al P7 por un susceptible se mostraron resistentes.

Las cruzas con mayor ACE negativa resultaron mas resistentes de lo esperado; no obstante,
estas cruzas no fueron las mas resistentes, por lo que la resistencia al CEM no se debe
unicamente a los altos efectos de ACE, comprobando nuevamente que la ACG es la més

importante.

En general, las cruzas RXR no generaron los hibridos mas resistentes a la enfermedad vy el
hibrido més susceptible resulto de la cruza de las lineas resistentes P5xP6. Sin embargo,
dado que la ACG de la linea P6 no fue significativa, es probable que este hecho obedezca a
un error relacionado con la ACG. Los hibridos mas resistentes a la enfermedad fueron

producto de cruzas entre lineas RXS y SxS.

Finalmente, se debe considerar que la endogamia de las lineas con la que se realizo el
presente trabajo (Sz) influyo de manera negativa en los resultados obtenidos, debido a que
para este tipo de estudios es necesario trabajar con lineas con un mayor grado de

endogamia.
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Cuadro 3.8. Efectos de aptitud combinatoria especifica estimados para los 91 hibridos resultantes del disefio dialélico del CEM.

Linea P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14
P1 15.12** -3.34 -1.24 0.78 -2.23 -4.75 -14.08** 9.64 -6.93  25.46** -16.44** 1297** -11.76**
P2 -2.57 3.75 -2.19 4.96 -3.99 -1.18 0.60 -7.33 -18.41** 11.75** -11.03** 10.70*
P3 -3.13 -7.21  16.04** -2.84 -9.17 0.85 518 -15.77** 9.66 -1.95 24.38**
P4 13.89** -0.26  11.49**  24.09** -5.72  -13.56** 7.23 -19.87** 12.31** -14.56**
P5 58.20** -8.62 -13.89** 433 17.06** -23.05** -16.72** -18.17** 14.30**
P6 -1.44 3.54 -8.78 -11.48** -13.03** -25.36** 21.19** -8.72
P7 -0.28 -6.07  11.20** -3.55  34.92** -17.43** 13.13**
P8 4.00 -7.86 38.46** -31.98** -5.80 -13.90**
P9 -14.15** 6.77 -10.96** -15.61** -13.08**
P10 6.57 991 11.62** 0.85
P11 -11.11**  31.47*%* -13.96**
P12 8.84  30.37**
P13 -24.45%*
P14

*, ** Significativamente diferente de cero y con un valor de probabilidad de 0.05 y 0.01 respectivamente.
+ Los valores de ACE negativos indican una tendencia hacia una resistencia mayor a la espera por la ACG de las lineas parentales que conforman al hibrido.

+1 Los valores de ACE positivos indican una tendencia hacia una susceptibilidad mayor a la esperada por la ACG de las lineas parentales que conforman al
hibrido.



3.5.- Heredabilidad

Para el caracter de resistencia genética al CEM, se determind una heredabilidad en sentido
estricto del 22%, lo que representa un valor moderado (Cuadro 3.9). La heredabilidad en
sentido restringido (h?) es la fraccion de la variabilidad fenotipica que es transmisible a la
descendencia (Molina-Galan, 1992), por lo tanto, la seleccion de un par de plantas como
progenitores no seria suficiente para transmitir el cardcter de resistencia a la siguiente
generacion (Fehr 1993). En este sentido, la seleccion recurrente puede ser util para la

seleccion de resistencia genética al CEM.

Cuadro 3.9. Componentes de varianza y heredabilidad en los dos sentidos calculada en el

disefio dialélico para la resistencia al carbén de la espiga del maiz.

Componente Componente GCA-SCA Varianza
ACG ACE ratio fenotipica h? H?2

41.7757 233.2909 0.1791 375.2106 0.22 0.84

3.6.- Heterosis

La heterosis se refiere a la superioridad en el comportamiento de los hibridos respecto a los
padres. Los valores de heterosis absoluta respecto al padre medio calculados para los 91
hibridos se muestran en el Cuadro 3.10. En él se muestra la tendencia observada en el
analisis de los efectos de ACE, donde las cruzas RxR no generaron los hibridos mas
resistentes a la enfermedad, sino que estos fueron producto de cruzas entre lineas RxS y
SxS.
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Cuadro 3.10. Heterosis absoluta estimada para los 91 hibridos resultantes del disefio dialélico del CEM.

Linea P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 Total
P1 0.00 1597 0.00 3.18 6.31 5.23 0.00 -20.28 -1.60 -5.84 30.52 -22.39 1474 -12.63 0.94
P2 0.00 0.00 7.41 252  11.69 0.00 -8.16 -11.37 -7.02 -14.11 503 -9.98 911 -1.14
P3 0.00 2.98 0.00 25.22 3.61 -13.65 -8.65 801 -8.96 5.45 159 2522 3.40
P4 0.00 2217 10.00 19.02 20.67 -14.17 -9.68 1509 -23.00 16.89 -12.63 4.03
P5 0.00 69.53 0.00 -16.22 -3.06 22.03 -1411 -18.78 -1250 17.29 4.42
P6 0.00 3.18 3.18 -14.17 -4.53 -212 -2545 2882 -3.74  -1.65
P7 0.00 -3.33 -1417  15.40 466 3213 -1250 15.38 4.70
P8 0.00 -15.05 -1459 3572 -4573 -1181 -2256 -10.57
P9 0.00 -2590 -1.02 -29.77 -26.67 -26.79 -18.36
P10 0.00 11.12 341 1288  -0.53 5.38
P11 0.00 -1359 36.73 -11.36 2.94
P12 0.00 3.09 2195 8.35
P13 0.00 -25.13 -12.56
P14 0.00 0.00
Media 0.00 7.99 0.00 3.39 6.20 20.28 369 -472 914 -2.21 516 -11.06 318 -1.89 0.05
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4.- Conclusiones

Debido a los valores de ACG y ACE de las lineas evaluadas, se recomienda un esquema de
seleccidn recurrente para la seleccion de resistencia al carbén de la espiga del maiz.

Las cruzas RR que generaron los hibridos mas resistentes al CEM fueron aquellas que
involucraron a las lineas P1, P2 y P7.

Las cruzas SS que formaron los hibridos mas susceptibles al CEM fueron aquellas que
involucraron a las lineas P10 y P12.

Las cruzas RS dieron origen a hibridos con un nivel intermedio de resistencia.
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CAPITULO IV

RESPUESTA DE GERMOPLASMA NATIVO DE MAIZ A LA INFECCION POR

Sporisorium reilianum f. sp. zeae

Resumen

Se evalud la respuesta de maices nativos a la infeccion por Sporisorium reilianum f. sp.
zeae, agente causal del carbon de la espiga del maiz, mediante inoculacion artificial.
Semillas de 55 poblaciones de maices nativos provenientes de los estados de Guerrero,
Meéxico, Oaxaca, Puebla y Tlaxcala se inocularon artificialmente usando una solucion
acuosa de grenetina 10% y se impregnaron con teliosporas. Como testigo se us6 semilla
inoculada del hibrido AZ 41801®. La semilla inoculada se sembrd en un vivero
experimental en Mixquiahuala, Hgo., en los ciclos 2015 y 2016. La incidencia de la
enfermedad se evalud 45 dias después de iniciada la floracion, con la observacion directa
de signos y sintomas en las inflorescencias masculina y femenina. En 2015, la inoculacién
de los materiales nativos resulté en un porcentaje maximo de plantas infectadas del 28.8%,
mientas que en 2016 fue de 22.2%. Considerando la procedencia geografica de las
poblaciones, los maices del estado de México presentaron un menor porcentaje de plantas
infectadas en ambos ciclos, lo que puede indicar la presencia de genes de resistencia a la

enfermedad. El hibrido AZ 41801® inoculado alcanz6 70.7% de plantas enfermas.

Palabras clave: Zea mays, maiz nativo, carbon de la espiga, inoculacion artificial con

teliosporas.

Abstract

The response of native maize to infection by Sporisorium reilianum f. sp. zeae, causal agent
of the head smut, was evaluated by artificial inoculation. Seeds from 55 populations of
native maize from the states of Guerrero, Mexico, Oaxaca, Puebla and Tlaxcala were
artificially inoculated using an aqueous solution of 10% grenetin and impregnated with
teliospores. As a control, inoculated seed of hybrid AZ 41801 was used. The inoculated

seed was planted in an experimental nursery in Mixquiahuala, Hgo., in the 2015 and 2016
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cycles. The incidence of the disease was evaluated 45 days after the beginning of flowering,
with the direct observation of signs and symptoms in the male and female inflorescences. In
2015, the inoculation of native materials resulted in a maximum percentage of infected
plants of 28.8%, while in 2016 it was 22.2%. Considering the geographical origin of the
populations, the maize of the state of Mexico presented a lower percentage of infected
plants in both cycles, which may indicate the presence of genes of resistance to the disease.
The AZ 41801 hybrid inoculated reached 70.7% of diseased plants.

Key Words: Zea mays, native maize, head smut, artificial inoculation with teliospores.

1.- Introduccion

El cultivo de maiz ocupa el primer lugar de area cultivada en México, principalmente bajo
condiciones de temporal representando el 80% de la superficie cultivada, con rendimiento
promedio de 2.22 t/ha condicionados por factores bidticos y abiéticos desfavorables. Sin
embargo, las &reas de temporal aportan el 49.52% de la produccion nacional de maiz, que
en el afo 2015 ascendio a 23,637,630 (SIAP, 2015).

Las poblaciones nativas de maiz son importantes ya que permiten la subsistencia de los
pequefios productores, constituyen la base genética de las semillas mejoradas y presentan
adaptacion al ambiente de su origen como resultado de la evolucion bajo domesticacién y
de la aplicacion del conocimiento de los agricultores (Hernandez, 1985). Actualmente, mas
del 80% de la superficie cultivada de maiz se siembra con materiales nativos que los
productores han conservado por generaciones. Asi, la mayor diversidad genética de maiz se
encuentra en manos de agricultores, misma que hasta el momento ha sido explotada en

forma limitada programas de mejoramiento genético (Castillo et al., 2000).

Dentro de los factores bidticos que limita la produccion del maiz, las enfermedades son el
principal problema. Entre ellas destacan, la pudricion de mazorcas y tallos causada por
diferentes especies de Fusarium (White, 2004), entre las enfermedades foliares sobresalen
los tizones foliares ocasionados por Exserohilum turcicum y/o Bipolaris maydis, royas

causadas por Puccinia sorghi o Pucccinia polysora, el complejo de la mancha de asfalto
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(Phyllachora maydis, Monographella maydis y Conothyrium phyllachorae), la mancha
foliar causada por Cercospora zea-maydis, el mildiu inducido por Peronosclerospora
sorghi (De Leon, 2008). En mazorca y espiga, la principal enfermedad es el carbon causado
por Sporisorium reilianum f. sp. zeae, (Kihn) Langdon & Fullerton (Basidiomycota,
Ustilaginaceae) llegando a reportarse incidencias de hasta el 80% (Frederiksen, 1977), con

reducciones en el rendimiento superiores al 30% (Matyac y Kommendahl, 1985).

Las pérdidas en rendimiento ocasionadas por el carbdn de la espiga del maiz se deben a que
el hongo remplaza total o parcialmente las mazorcas y panojas del maiz con soros negros
llenos de teliosporas. Actualmente, la enfermedad estd ampliamente distribuida en las zonas
productoras de maiz con clima subtropical del mundo (Martinez et al., 2002). La
disminucion en rendimiento de grano depende de las practicas de manejo como la
fertilizacion y la humedad en el suelo durante las primeras etapas de desarrollo del cultivo
(Matyac y Kommendahl, 1985), asi como la susceptibilidad genética de los materiales
cultivados, en los cuales se presenta achaparramiento y filodias en las inflorescencias
(Stromberg et al., 1984).

Hasta el momento no hay estudios sobre la exploracion de posibles fuentes de resistencia a
la enfermedad en poblaciones de maices nativos. La presente investigacion tiene como
objetivo determinar la respuesta de germoplasma nativo de maiz de los estados de
Guerrero, México, Oaxaca, Puebla y Tlaxcala a la infeccion de S. reilianum f. sp. zeae, con
el propo6sito de identificar posibles fuentes de resistencia genética a la enfermedad que

puedan ser incluidas en programas de mejoramiento genético.

2.- Materiales y Métodos

2.1.- Germoplasma de maices nativos

Se evaluaron 55 poblaciones de maices nativos (Briones-Reyes et al., 2015) de 19
localidades ubicadas entre los 1498 y 2520 m de altitud, en cinco estados: 13 de la region
de Montafia de Guerrero, 11 del Sureste del Edo. México, 13 de la Mixteca Alta de Oaxaca,
6 de Puebla y 12 de Tlaxcala. Dependiendo del color del endospermo/pericarpio, las

poblaciones se clasificaron en 22 blancos cristalinos (BC), 11 azules (A), 6 amarillos (Am),
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4 cremas (C), 6 blancos anchos harinosos (BA) y 6 rojos (R) (Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1. Origen geografico de las 55 poblaciones de maiz nativo

Procedencia geografica Rango de Color endospermo/pericarpio *

Estados Municipios Altitud Am A BC BA C R Total
(msnm)

Tlaxcala Ixtacuixtla, Espafiita, 2220- 1 3 7 0 1 0 12
Nanacamilpa, Totolac 2720

Guerrero Chilapa, Cualac, 1498- 1 3 2 4 0 3 13
Tixtla, Zitlala. 2222

Puebla Xochitlan y Libres. 1610- 2 1 3 0 0 O 6
2400

Oaxaca Huamelulpan,Tayata, 2144- 2 3 5 0 0 3 13
Pefiasco, Ticua, Tataltepec. 2290

México Ayapango, Chalco, 2249- 0O 1 5 2 3 0 11
Tepetlixpa, Texcoco. 2450

Total 6 11 22 6 4 6 55

* BC: Blanco Cristalino; A: Azul; Am: Amarillo; C: Crema; BA: Blanco Ancho; R: Rojo.

2.2.- Indculo

Como inéculo de Sporisorium reilianum f. sp. zeae se utilizaron teliosporas colectadas en
2014 en un lote de maiz del hibrido Cardenal (Asgrow®) en el municipio de Tenango del
Valle, Méx. Las teliosporas se retiraron de los soros, se pasaron por un tamiz de 117 micras
(Mont Inox®), se almacenaron en envases de plastico con CaCl, (J. T. Baker y Macron
Fine Chemicals® 94%), y se conservaron a 20 £ 2 °C. La viabilidad del indculo se verificd
previo a la inoculacion de la semilla siguiendo lo descrito por Quezada-Salinas et al.,
(2013).

2.3.- Inoculacion de semillas de maiz con teliosporas de S. reilianum f. sp. zeae

Se inocularon 66 semillas de cada poblacién, usando como adherente una solucion acuosa
de grenetina 10%. Las semillas se incorporaron a la solucion por 1 min, se recuperaron y se
cubrieron con teliosporas en una caja de Petri. Las semillas inoculadas se secaron por 24

hrs a 22 °C. Como testigo se usaron semillas de maiz del hibrido AZ 41801®.
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2.4.- Siembra

La infeccion de las poblaciones a S. reilianum f. sp. zeae se evalu6 sembrandolas en un lote
en el Ejido Cinta Larga, Mixquiahuala, Hgo. (20°11'24.6"N 99°14'35.2"W), en los ciclos
2015 y 2016. La semilla inoculada de cada poblacion se sembré en un surco de 3 m de
largo y 0.80 entre surcos, a una profundidad de 5 cm, con separacion de 16 cm entre
semillas, con tres repeticiones, usando un disefio en bloques completos al azar. Después de
la siembra, el terreno se regd por inundacién y se evito el riego constante con el proposito

de incrementar el porcentaje de infeccion (Matyac y Kommedahl, 1985).

En 2015, los valores promedio de temperatura de marzo a septiembre fue de 17.7 °C, con
una precipitacion de 67.5mm, y humedad relativa de 72.6%. En 2016, el mismo periodo,
los valores promedio de temperatura fue de 16.8°C, precipitacion de 101.2mm y humedad
relativa de 74.8%.

2.5.- Evaluacion
La incidencia de la infeccion de cada una de las poblaciones se registro 45 dias después del
inicio de la floracién. Se consider6 como planta enferma aquella que presentd sintomas en

la panoja, en la mazorca o ambas.

2.6.- Andlisis de datos

Los datos obtenidos se analizaron agrupando las poblaciones segun el porcentaje de
incidencia de la infeccién dentro de los siguientes rangos: 0.0-5.0%, 5.1-10.0%, 10.1-
15.0%, 15.1-20.0%, 20.1% -25.0% y 25.1% a mas. Los datos se analizaron
estadisticamente, pero debido a que un porcentaje importante de los genotipos evaluados no
presentaron la enfermedad con valores de infeccidn cero en las tres repeticiones, estos no se

incluyeron en el andlisis de datos, al no presentar diferencias significativas.

Para corregir lo anterior, se probaron alternativas de transformacion de datos incluyendo
logaritmica y arco seno de la raiz cuadrada. Asi mismo, se probd el modelo lineal
generalizado con la distribucién Poisson y funcién de enlace logaritmo, pero aun aplicando

estos métodos no se obtuvieron diferencias significativas. Por tanto, se decidi6 eliminar los
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genotipos que presentaban un valor de cero en sus tres repeticiones. La informacion
remanente se analizé usando el modelo lineal generalizado con Dist = Poisson y Link =
Logaritmo y la comparacion mdaltiple de medias mediante el método de la diferencia
significativa honesta de Tukey a un nivel de significancia del 5%, usando del software
estadistico SAS® Systems for Windows V 9.4. (SAS Institute Inc. 1999).

3.- Resultados y discusion

En 2015, la severidad promedio de la enfermedad en los 55 materiales fluctu6 entre 0 y
28.79%. De las 55 poblaciones de maices nativos, 32.7% presentaron incidencias de 0%,
16.4% incidencias entre 0.1 y 5%, 23.6% incidencias entre 5.1 y 10.0%, 10.9% incidencias
entre 10.1 y 15.0%, y el resto incidencias > 15% (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Porcentaje de poblaciones de maices nativos con carbén de la espiga en 2015.
En el Cuadro 4.2 pueden observarse la respuesta de las poblaciones de maices nativos

evaluados en el ciclo 2015, divididas por estado en donde se muestra que las poblaciones

menos afectadas son las nativas del Estado de México.
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Cuadro 4.2. Porcentaje de poblaciones de maiz nativo por estado afectadas con carbén de la

espiga en 2015.

% de infeccion

Estado 0 0.1-5.0 5.1-10.0 10.1-150 15.1-20.0 20.1-25.0 25.1-30-0

Tlaxcala 455 9.1 36.4 18.2 0 0 0
Guerrero 16.7 16.7 16.7 8.3 25 8.3 16.7
Puebla 33.3 16.7 16.7 16.7 16.7 0 0
Oaxaca 7.7 30.8 30.8 154 0 7.7 7.7
México 727 9.1 18.2 0 0 0 0

En 2016, la severidad promedio de la enfermedad en los 55 materiales, fluctu6 entre 0 y
22.2%. De las 55 poblaciones de maices nativos, 63.6% presentaron incidencias de 0%,
20% incidencias entre 0.1 y 5%, 10.9% incidencias entre 5.1 y 10.0%, 1.8% incidencias
entre 10.1 y 15.0% vy el resto incidencias > 15% (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Porcentaje de poblaciones de maices nativos con carbon de la espiga en 2016.

En el Cuadro 4.3 se presenta la respuesta de las poblaciones de maices nativos evaluados en

el ciclo 2016, divididas por estado en donde también se muestra que las poblaciones menos
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afectadas son las originarias del Estado de México.

Cuadro 4.3. Porcentaje de poblaciones de maiz nativo por estado afectadas con carbon de la

espiga en 2016.

% de infeccion

Estado 0 0.1-50 5.1-100 10.1-150 15.1-20.0 20.1-25.0 25.1-30-0

Tlaxcala  66.7 33.3 0 0 0 0 0
Guerrero  23.1 30.8 23.1 7.7 7.7 7.7 0
Puebla 50 16.7 16.7 16.7 0 0 0
Oaxaca 69.2 154 15.4 0 0 0 0
México 0 0 0 0 0 0 0

Aunque en las evaluaciones realizadas en los ciclos 2015 y 2016 la fuente de indculo fue la
misma y el porcentaje de germinacion de la teliosporas fue de 45.3 y 44.1%, después de 24
h respectivamente. Sin embargo, en 2016 el promedio de lluvias fue mayor, por lo que la
incidencia de la enfermedad fue menor, debido a que el hongo se ve afectado en su
capacidad de infectar en presencia de alta humedad en el suelo durante las primeras etapas
de desarrollo del cultivo (Matyac y Kommedahl 1985).

En el Cuadro 4.4, se muestra la separacion de medias con el método de Tukey de las 37
poblaciones de maices nativos evaluados en 2015, en los cuales se presentd el carbon de la

espiga en al menos una de las repeticiones.

Cuadro 4.4. Separacion de medias Tukey de los genotipos de maices nativos evaluados en
2015.

Genotipo Procedencia Media Agrupamiento
Testigo 70.70 a
21 Tixtla, Gro. 28.39 b
30 Santa Catarina Ticua, Oax. 26.03 bc
19 Zitlala, Gro. 26.00 bc
20 Cualac, Gro. 23.28 bcd
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27
25
23
22
36
24

26

40
50
31
39
29

32
34
48
51
12
49
28

54
53
10

37
35
38
17

La Magdalena Pefiasco, Oax.

Tixtla, Gro.

Chilapa, Gro.

Tixtla, Gro.

Libres, Pue.

Zitlala, Gro.

Totolac, Tlax.
Huamelulpan, Oax.
Cualac, Gro.

Espaiiita, Tlax.

Xochitlan, Pue.

Santa Catarina Ticua, Oax.
Espafiita, Tlax.

Santa Catarina Ticua, Oax.
Tepetlixpa, Mex.
Huamelulpan, Oax.
Huamelulpan, Oax.
Espafiita, Tlax.
Montecillo, Mex.
Ixtacuixtla, Tlax.
Xochitlan, Pue.

Santa Catarina Ticua, Oax.
Ixtacuixtla, Tlax.

Tixtla, Gro.

Ayapango, Mex.

Tayata, Oax.

Cualac, Gro.

Nanacamilpa, Tlax.

La Magdalena Pefiasco, Oax.

Libres, Pue.
Huamelulpan, Oax.
Cualac, Gro.

Tataltepec Oax.

22.56
18.96
17.74
17.16
16.35
13.94
13.15
12.78
11.95
10.96
10.69
10.04
9.45
9.23
8.98
8.21
7.30
7.01
7.01
6.57
6.16
5.97
5.97
5.05
4.69
4.69
4.05
3.65
3.28
2.98
2.34
2.34
2.05

bcd
cde
ed
ed
def
efg
efgh
efgh
efghi
fghij
fghijk
ghijk
ghijkl
ghijkl
ghijklm
hijkim
ijklmn
ijklmno
ijklmno
ijkimnop
jklmnop
klmnop
klmnop
Imnopq
mnopq
mnopq
nopq
nopq
opq
Pq
q
q
q
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El Cuadro 4.4, muestra la separacion de medias con el método Tukey, que permite
comparar valores entre las poblaciones de maices nativos que presentaron la enfermedad,
desatacandose la poblacion 30 proveniente de Tixtla, Gro. colectada a 1593 msnm que
presentd la media de incidencia mas alta (28.39%) y la poblacion 9 proveniente de
Tataltepec, Oax. colectada a 1600 msnm y que present6 la media mas de incidencia menor
(2.05%).

Cuadro 4.5. Numero de poblaciones evaluadas y afectadas de maices nativos por estado

evaluados en 2015.

Estado Total poblaciones evaluadas  Poblaciones afectadas

Oaxaca 13 12
Guerrero 13 11
Tlaxcala 12 7
Puebla 6 4
México 11 3
Total 55 37

El Cuadro 4.5, muestra que las poblaciones de maices nativos menos afectados fueron los
provenientes del Estado de México, seguidas por las poblaciones provenientes de los
estados de Puebla y Tlaxcala, de los que se puede inferir presentan genes de resistencia a la

enfermedad mismos que pueden ser explotados dentro de un programa de mejoramiento.

En el Cuadro 4.6, se muestra la separacion de medias con el método de Tukey de las 21
poblaciones de maices nativos evaluados en 2016, en los cuales se presentd el carbon de la

espiga en al menos una de las repeticiones.

Cuadro 4.6. Separacion de medias Tukey de los genotipos maices nativos evaluados en
2016.

Genotipo Procedencia Media Agrupamiento
Testigo 42.30
23 Chilapa, Gro. 22.10 B
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19 Zitlala, Gro. 19.60 B

24 Zitlala, Gro. 11.88

16 Libres, Pue. 11.04 CD
10 Tayata, Gro. 8.84 CDE
20 Cualéc, Gro. 8.28 CDEF
6 Cualéc, Gro. 6.69 DEFG
50 Xochitlan, Pue. 6.21 DEFGH
54 Tixtla, Gro. 5.85 EFGHI
9 Tataltepec, Oax. 5.05 EFGHI
28 Santa Catarina Ticua, Oax. 4.41 FGHIJK
18 Tixtla, Gro. 3.68 GHIJK
2 Ixtacuixtla, Tlax. 3.49 GHIIK
55 Tixtla, Gro. 3.01 GHIJK
13 Ixtacuixtla, Tlax. 2.76 HIJK
11 Ixtacuixtla, Tlax. 2.54 K
17 Huamelulpan, Oax. 2.45 K
48 Espafiita, Tlax. 2.36 KJ
36 Libres, Pue. 2,21 KJ
25 Tixtla, Gro. 2.07 KJ

7 Cualéc, Gro. 1.74 K

En Cuadro 4.6, presenta la separacion de medias con el método Tukey, que permite
comparar valores entre las poblaciones de maices nativos que presentaron la enfermedad,
desatacandose la poblacion 23 proveniente de Chilapa, Gro. que se colect6 a 1523 msnm
que presentd la media de incidencia méas alta (22.1%) y la poblacion 7 proveniente de

Cualéc, Gro. que se colecto a 2222 msnm y que presento la media mas baja (1.74%).

El analisis estadistico no mostro una correlacion entre el porcentaje de infeccion y la altitud
de colecta de las poblaciones de maices nativos. Sin embargo, se recomienda ampliar el
namero de poblaciones de maices nativos evaluados para determinar si existe 0 no una

relacién entre estos dos parametros.
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Cuadro 4.7. Numero de poblaciones evaluadas y afectadas de maices nativos por estado
evaluados en 2016.

Estado Total de poblaciones evaluadas  Poblaciones afectadas

Oaxaca 13 3
Guerrero 13 11
Tlaxcala 12 4
Puebla 6

México 11 0
Total 55 21

El Cuadro 4.7 muestra que las poblaciones de maices nativos menos afectados fueron los
provenientes del Estado de México, seguidas por las poblaciones provenientes de los
estados de Puebla, Tlaxcala y Oaxaca, de lo que se puede inferir presentan genes de
resistencia a la enfermedad que pueden ser explotados dentro de un programa de

mejoramiento.

Aunque hubo variacion entre los porcentajes de infeccion observados en las dos
evaluaciones, producto de un mayor porcentaje de humedad en el suelo (Matyac y
Kommedahl, 1985), se reflejé de manera directa en los porcentajes de infeccion del hibrido
usado como testigo, que presento un 70.7% de plantas infectadas en 2015 y 42.3 en 2016,
manteniéndose la tendencia de que las poblaciones de maices nativos provenientes del
Estado de México fueron los menos afectados por el patégeno, lo que puede observarse en
la Figura 4.3, con una disminucion en el nimero de poblaciones de maices nativos
afectados de un afio a otro. Esto, con excepcion de las poblaciones provenientes del Estado
de Guerrero, donde la proporcion de poblaciones afectadas se mantuvo en ambas

evaluaciones.
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Figura 4.3. Numero de poblaciones de maices nativos con carbdn de la espiga evaluados en
los ciclos 2015 y 2016.

A la fecha, se carece de reportes del comportamiento de poblaciones de maices nativos al
carbén de la espiga, por lo que, la informacion aqui presentada es un indicio sobre la

respuesta de materiales nativos ante el patégeno.

Los materiales chalquefios provenientes del Estado de México, resultaron mas resistentes a
la enfermedad, aun cuando se cree se han cultivado en zonas libres del patégeno y que por
lo tanto no han coevolucionado en presencia del patdégeno. Por lo anterior, se recomienda
hacer mas evaluaciones con un mayor numero de poblaciones a fin de verificar la presencia
de resistencia en esos materiales y usarlos como fuentes de resistencia genética a la
enfermedad. De igual forma, se sugiere verificar la presencia/ausencia del patdgeno en
suelo proveniente de diferentes localidades del Estado de México y determinar el tipo de

resistencia presente en los maices nativos.
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4.- Conclusiones

Las poblaciones de maices nativos provenientes del Estado de México pueden usarse como
fuente de resistencia a la enfermedad.

Los materiales del Estado de Guerrero no son aptos para la seleccion de resistencia al

carbén de la espiga del maiz.
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CONCLUSIONES GENERALES

La inoculacion con grenetina demostré ser un metodo efectivo para la seleccion de
germoplasma, ya que permite diferenciar claramente entre germoplasma resistente y

susceptible bajo condiciones de campo.

Debido a los valores de ACG y ACE calculados de las lineas evaluadas, se recomienda un
esquema de seleccion recurrente para la seleccion de resistencia al carbon de la espiga del

maiz.

Las poblaciones de maices nativos provenientes del Estado de México pueden usarse como
fuente de resistencia a la enfermedad, mientras que los materiales del Estado de Guerrero

no son aptos para la seleccién de resistencia al carbdn de la espiga del maiz.
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