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El maiz uno de los cultivos mas importantes en México, en el &mbito social y econdmico,
siendo la region subtropical uno de los ambiente con mayor afectacion de enfermedades,
tanto de hongos como de bacterias, virus y plagas. Los estados de Chiapas, Guerrero,
Veracruz y Jalisco, representan un poco mas del 30% de la produccion de grano a nivel
Nacional. Los primeros tres estados antes mencionados se encuentran comprendidos en la
region subtropical, en donde se ha reportado en los Ultimos cinco afios al complejo
mancha de asfalto (CMA), el cual se convertido en un problema importante en la
produccién del maiz y su rendimiento. Durante los ciclos agricolas otofio-invierno 2013,
se presentaron sintomas severos de tizones foliares en lotes experimentales de maiz,
sembrados el estados de Chiapas en el municipio de Villa Flores. El estado de Veracruz
en dos localidades, Chalma Chapopote e Ixhuatlan de Madero, presentaron en cultivos
locales las sintomatologia CMA durante el ciclo otofio-invierno 2015 y 2014
respectivamente. De igual forma en el ciclo de siembra otofio-invierno 2014, fueron
localizados y muestrados cultivos de maiz presentando manchas negras brillantes
caracteristicas de CMA en el Estado de Meéxico, Toluca. Asi mismo Guerrero, en los
municipios de Buenavista, Chilpancingo y Chichihualco, Chichihualco en el ciclo de
otofio del 2014. Los objetivos de este estudio fueron identificar los hongos fitopatdgenos
asociados de los tizones foliares denominada mancha de asfalto en maiz. Se realizd un
muestreo dirigido de los cuatro estados mencionados. La determinacion de los asociados
de las enfermedades se realizé mediante un analisis morfoldgico por medio de claves y se
corrobord la identidad de los mismo por medios de la region intergenica ITS. El producto
de la amplificacion fue analizadado por medio de electroforesis en geles de gradientes
desnaturalizantes (DGGE) para la identificacion de microbiotas de distintos nichos
ecologico. La bandas separadas fueron clonadas y secuenciadas corroborando en la base
de datos del NCBI su identidad. En el estado de Chiapas se encontr6 a Phyllachora
maydis, y Fusarium sp. Asi como primer reporte de la asociacion a esta sintomatologia,
de Curvularia sp. en México. En el estado de Guerrero sumado a los fitopatogenos
anteriores se identificd Trichothecium. En Veracruz y el Estado de México se identifico
plenamente por técnicas convencionales y moleculares y presencia de Phyllachora
maydis, el principal hongo causante de la lesiones estromaticas negras brillantes

caracteristicas del CMA. Generandose el primer reporte de esta enfermedad en el Estado
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de México, a pesar de las condiciones ambientales de la regin, las cuales difieren de lo
reportado al momento en la zonas donde se presentd la enfermedad, que afecto la
produccién de cultivos de maiz en zonas subtropicales. La importancia de la enfermedad
mancha de asfalto en zonas semitropicales del pais es alta, donde las condiciones
climaticas favorecen su aparicion; en condiciones de severidad alta los cultivos pueden

atizonarse por completo en un periodo de ocho dias y provocar pérdidas econémicas.

Palabras clave: Manchas de asfalto, Phyllachora maydis, ITS, DGGE-PCR.
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Maize one of the most important crops in Mexico, in the social and economic sphere, with
the subtropical region one of the most affected environment of diseases, both fungi and
bacteria, viruses and pests. The states of Chiapas, Guerrero, Veracruz and Jalisco,
represent a little more than 30% of grain production at a national level. The first three
aforementioned states are included in the subtropical region, which has been reported in
the last five years the complex tarspot (CMA), which has become a major problem in
maize production and performance. Agricultural cycles during autumn-winter 2013,
severe symptoms of leaf blights occurred in experimental plots of corn planted the state
of Chiapas in the municipality of Villa Flores. The state of Veracruz in two locations,
Chalma Chapopote and Ixhuatlan Madero, local crops presented in the CMA symptoms
during the fall-winter 2015 and 2014 respectively cycle. Similarly in the planting cycle
autumn-winter 2014, they were located and corn crops muestrados shiny black spots
presenting characteristics of CMA in the State of Mexico, Toluca. Likewise Guerrero, in
the municipalities of Buenavista, Chilpancingo and Chichihualco, Chichihualco cycle
autumn 2014. The objectives of this study fue-ron identify fungal pathogens associated
leaf blights called tar spot in corn. directed sampling of these four states was performed.
The determination of associated diseases was performed using a morphological analysis
by key and the identity of the same was confirmed by means of the intergenic region STI.
The amplification product was analizadado by denaturing gel electrophoresis gradients
(DGGE) for identifying different ecological niches microbiota of. The separated bands
were cloned and sequenced corroborating in the NCBI database identity. In the state of
Chiapas she was found Phyllachora maydis, and Fusarium sp. And first report of the
association of these symptoms, Curvularia sp. in Mexico. In the state of Guerrero added
to the above phytopathogenic Trichothecium identified. In Veracruz and the State of
Mexico is fully identified by conventional and molecular techniques and presence of
Phyllachora maydis, the main fungus causing the shiny black stromal lesions characteristic
of the CMA. Generating the first report of this disease in the State of Mexico, despite the
environmental conditions of the region, which differ from those reported at the time in the
areas where they presented the disease, which affected the production of maize crops in

areas subtropical. The importance of tar spot disease in semitropical areas of the country
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is high, where climatic conditions favor its appearance; under high severity crops can

atizonarse completely over a period of eight days and cause economic losses.

Keywords: asphalt stains, Phyllachora maydis, ITS, DGGE-PCR.
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INTRODUCCION

El maiz es uno de los cultivos mas importantes en el mundo, al igual que el arroz y el
trigo, proporciona al menos 30 % de las calorias de los alimentos a mas de 4,5 mil millones
personas en 94 paises (Shiferaw et al., 2011). Hasta el 2012 en el mundo se cosecharon
913 millones de ton. Estados Unidos ocupa el primer lugar entre los productores de maiz,
seguidos por China y Brasil, mientras que México ocup0 el cuarto lugar mundial en
produccién (FAO, 2013). ElI maiz es también un ingrediente clave en la alimentacion
animal y se utiliza ampliamente en productos industriales, incluyendo la produccion de
biocombustibles. EI maiz (Zea mays L.) es la base en la alimentacion de mas de cien
millones de mexicanos, sembrandose anualmente mas de 2 000 000 ha.

La variabilidad climética y el cambio, aumenta el estrés abiotico y bidtico, generando
problemas en los cultivos (Shiferaw et. al., 2011) como plagas y enfermedades,
principalmente causadas por hongos, virus y bacterias. La humedad y temperatura
favorecen el desarrollo de tizones foliares, como sucede con la mancha de asfalto, que
ocurre con mayor severidad en areas con alta humedad relativa, localizadas entre 1300 y
2300 m (Hock et al., 1989). La mancha de asfalto del maiz es importante en el trépico de
Meéxico por su impacto en el rendimiento; el follaje puede ser atizonado en menos de ocho
dias, debido a coalescencia de lesiones inducidas por los distintos hongos y atribuido a la
produccién de una toxina. Factores adicionales que favorecen la enfermedad son: alta
humedad en el ambiente (10 a 20 dias nublados en el mes), niveles altos de fertilizacion
nitrogenada, dos ciclos de maiz por afio, genotipos susceptibles, baja luminosidad, edad
de alta vulnerabilidad del hospedante, virulencia de los patégenos involucrados (Hock et
al., 1989).

La mancha de asfalto (Tar spot) es causada por la interaccion de Phyllachora maydis y
Monographella maydis. Asi mismo Coniothyrium phyllachorae, un micoparasito que se
encuentra asociado a P. maydis, que siempre aparece por primera vez causando la mancha
de asfalto. M. maydis es responsable del dafio "ojo de pez", este se asocia con la mancha
necrotica en el centro de la lesion. Este complejo fue descrito por primera vez en 1904 en
el maiz mexicano. Este se ha encontrado en Bolivia, Colombia, Costa Rica, Republica
Dominicana, Guatemala, Panama, Per(, Puerto Rico y Venezuela. También se sabe que



se ha presentado en el Ecuador, El Salvador y Haiti (Hock J. et. al., 1992). Entre 1985 y
1988 muestreos realizados en México, revelaron alta incidencia y severos dafios al maiz
en Jalisco, Michoacan, Hidalgo, Veracruz, Oaxaca y Chiapas, que afectaron
aproximadamente 500 000 ha del cultivo y provocaron pérdidas hasta de 50 % en
infecciones previas a la floracion (Hock et al., 1989). De 2001 a 2005, aproximadamente
40 % de 3100 ha de maiz establecidas en el valle de Mochitlan, Guerrero, fueron afectadas
por la enfermedad con pérdidas severas en el rendimiento de grano; en 2005, se reporto
pérdida total en 600 ha en el municipio de Tixtla, Guerrero, y para 2007, la enfermedad
se presentd en mas de 10 municipios de Guerrero (Gonzélez et al., 2008). Se han
detectado los agentes causales de la mancha de asfalto en el Valle de Mochitlan y otros
municipios del Estado de Guerrero, México, los cuales fueron: Phyllachora maydis
Maubl., Monographella maydis Muller & Samuels y Coniothyrium phyllachorae Maubl,
en donde la enfermedad causo6 pérdidas del 55.1 % de la produccion en 81 hibridos y 25
variedades de polinizacion libre de maiz evaluadas (Pereyda-Hernandez, 2009).

Para evaluar la biodiversidad de los hongos es necesario hacer primero su identificacion
de especie. En los ultimos afios el desarrollo de las herramientas moleculares ha permitido
conocer la estructura, dindmica y variabilidad genética de la poblacion fungica en su
habitat. La mas util para el estudio de las comunidades ha sido la reaccidn en cadena de
la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) que permite identificar los microorganismos
(Gardes et al., 1991; Bruns y Gardes, 1993; Henrion et al., 1992). Los procedimientos
basados en PCR, ya sean reacciones simples o complejas (anidadas), abarcan un vasto
namero de protocolos; entre los mas empleados estan: a) Las regiones hipervariables del
rDNA (IGS o espacio intergénico, e ITS o espacio transcrito interno); b) Los
polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLPs) de los productos
de la PCR; c¢) La amplificacion de las secuencias cortas repetidas (microsatélites); y d)
La obtencion al azar del DNA polimorfico (Rodriguez, 2004). Sin embargo y aun con
todas estas herramientas los patdgenos asociados a la mancha de asfalto, no han sido
debidamente descrito a nivel molecular, siendo asi, que alin no se cuenta con la secuencia
del genoma, publicado en el Gen Banck del principal patdgeno de este complejo

Phyllachora maydis, asi como otros hongos asociados.



El uso de técnicas como los polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP’s), polimorfismos del DNA amplificados al azar (RAPD’s), polimorfismos en la
longitud de los fragmentos amplificados (AFLP’s), o polimorfismos en la longitud de
cromosomas (CLP), se han usado para establecer la variabilidad genética de muchos
patdgenos (Flores et al., 1997). Un aspecto fundamental de la biodiversidad es la
variacion genética de las poblaciones y las especies (Pifiero, D., et al. 2008). Los hongos
pueden utilizar varios mecanismos para generar variabilidad genética. Estos se convierten
en una ventaja para ellos, por lo que garantiza la sobrevivencia de su progenie, ante
cualquier eventual cambio. Por lo tanto, la diversidad se convierte en un seguro que le va
a permitir adaptarse a las nuevas condiciones. En los hongos fitopatdgenos, la generacion
de nuevas variantes se convierte en un factor esencial de sobrevivencia, especialmente en
los hongos parasitos obligados, los cuales ante un cambio genético en su hospedero,
necesitan adaptarse con rapidez, para evitar su extincion. Entre la informacion codificada
en el ADN, esté la patogenicidad de estos organismos y alrededor de ella, gira el trabajo
de los fitopatologos y los fitomejoradores, tratando de reducir el impacto de las
enfermedades en la produccion.

Los mecanismos por medio de los cuales se genera variabilidad genética en los hongos
son: recombinacion, mutacion, herencia citoplasmatica, heterocariosi, parasexualismo y
heteroploidia (Rivera. 2007). Por lo que los hongos asociados al complejo de asfalto
presentan: recombinacion, y herencia citoplasmatica

Por todo lo anterior y debido a que el complejo mancha de asfalto, se encuentra
ampliamente distribuido, afectando no solo México, sino centro América y parte de
Sudameérica. Incluyendo paises con altas producciones de maiz como es el caso de Brasil
que ocupa el tercer lugar a nivel mundial con un 6 por ciento, por encima de México segln
datos de la FAO 2008. De igual manera sintomatologias semejantes se presentan en paises
como Guatemala, Venezuela, y Nicaragua, donde estudios realizados por el INTA
(Instituto Nicaragliense de Tecnologia Agropecuaria) han encontrado hasta cinco

patdgenos asociados a la enfermedad. Por lo cual, se plantearon los siguientes objetivos.



Objetivo general
o ldentificar los patdgenos involucrados en el complejo mancha de asfalto. Asi

mismo la severidad y su variabilidad.

Objetivos especificos

1. Determinar la severidad del CMA en cada uno de los sitios.

2. ldentificacion Morfologica de los patogenos involucrados en la enfermedad
Mancha de asfalto.

3. Identificacion Molecular por medio de ITS’s y secuenciacion de las clonas
generadas.

4. Determinar el nmero de organismos involucrados en la sintomatologia de CMA,
asi como su proporcion en el hospedero, y su variabilidad a nivel secuencia

genética ITS entre los sitios de muestreo.

Hipotesis
» Se encontrara a Phyllachora maydis, Monographella, asociados al CMA.
» Existiran diferentes grados de severidad del CMA dependiendo de los seis sitios
de muestreo.
* Presentara variabilidad por lo menos el patdgeno asociado al CMA, Phyllachora
maydis.
» Se encontraran mas de dos organismos involucrados en la sintomatologia CMA,

existiendo variabilidad de los mismos entre los sitios.



REVISION DE LITERATURA

1. El maiz y su importancia.

El maiz, Zea mays L., es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se conocen.
Pertenece a la familia de las Poaceas (Gramineas), tribu Maydeas, y es la Unica especie
cultivada de este género. Otras especies del género Zea, comiunmente llamadas teosinte y
las especies del género Tripsacum conocidas como arrocillo o maicillo son formas salvajes
parientes de Zea mays. Son clasificadas como del Nuevo Mundo porque su centro de
origen esta en América (FAO 2016). En un primer momento, los taxdnomos clasificaron
los géneros Zea y Euchlaena al cual pertenecia el teosinte como dos géneros separados.
Actualmente, en base a la compatibilidad para la hibridacion entre esos grupos de plantas
y a estudios citogenéticos, es generalmente aceptado que ambas pertenecen al género
Zea (Reeves y Mangelsdorf, 1942). El teosinte y el Tripsacum son ambos importantes
como posibles fuentes de caracteristicas deseables para el mejoramiento del maiz.
El Tripsacum no tiene un valor econémico directo mientras que el teosinte tiene algin

valor como fuente de forraje.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del Maiz

Maiz

Reino: Plantae
Clase: Liliopsida
Sub-clase: Commelinidae
Orden: Cyperales
Familia: Poaceae/Gramineae
Tribu: Maydeae
Género: Zea

Especie: mays L.

Zea mays es la Unica especie cultivada de las Maydeas de gran importancia econémica.

Es conocida con varios nombres comunes; el mas usado dentro de los paises angl6fonos



es maize, excepto en los Estados Unidos de América y Canada, donde se le
denomina corn. En espafiol es llamado maiz, en francés mais, en portugués milho y en el
subcontinente hindd es conocido como makka o makki (FAO 2016).

Hoy dia el maiz es el segundo cultivo del mundo por su produccion, después del trigo,
mientras que el arroz ocupa el tercer lugar. Es el primer cereal en rendimiento de grano
por hectérea y es el segundo, después del trigo, en produccién total. EI maiz es de gran
importancia econdémica a nivel mundial ya sea como alimento humano, como alimento
para el ganado o como fuente de un gran nimero de productos industriales. La diversidad
de los ambientes bajo los cuales es cultivado el maiz es mucho mayor que la de cualquier
otro cultivo. Habiéndose originado y evolucionado en la zona tropical como una planta de
excelentes rendimientos. La mayor parte del maiz es cultivado a altitudes medias, pero se
cultiva también por debajo del nivel del mar en las planicies del Caspio y hasta los 3 800
msnm en la cordillera de los Andes. Més auln, el cultivo continla a expandirse a nuevas
areas y a nuevos ambientes (FAO 2016).

El maiz es clasificado en dos tipos distintos dependiendo de la latitud y del ambiente en
el que se cultiva. EI maiz cultivado en los ambientes mas calidos, entre la linea ecuatorial
y los 30° de latitud sur y los 30° de latitud norte es conocido como maiz tropical, mientras
que aquel que se cultiva en climas mas frios, mas alla de los 34° de latitud sur y norte es
Ilamado maiz de zona templada; los maices subtropicales crecen entre las latitudes de 30°
y 34° de ambos hemisferios. Esta es una descripcion muy general ya que los maices
tropicales y templados no obedecen a limites regionales o latitudinales rigidos (FAO 2016).
Globalmente, el maiz se cultiva en mas de 140 millones de hectareas (FAO, 1999) con
una produccién anual de mas de 580 millones de toneladas métricas. EI maiz tropical se
cultiva en 66 paises y es de importancia econémica en 61 de ellos, cada uno de los cuales
siembra mas de 50 000 hectareas con un total de cerca de 61,5 millones de hectareas y una
produccion anual de 111 millones de toneladas métricas. El rendimiento medio del maiz
en los tropicos es de 1 800 kg/ha comparado con una media mundial de mas de 4 000
kg/ha. El rendimiento medio del maiz en las zonas templadas es de 7 000 kg/ha
(CIMMYT, 1994). EIl cultivo del maiz en zona templada tiene, sin embargo, un ciclo
mayor que la mayoria de los maices tropicales. Por lo tanto, el rendimiento del maiz

tropical, cuando se lo compara con el del maiz de zona templada, no es tan bajo; aun asi,



la productividad del maiz en las zonas tropicales es menor que en las zonas templadas.
Hay algunas excepciones donde la productividad del maiz tropical se compara
favorablemente con el maiz en los ambientes templados, tal como el maiz cultivado en la
época invernal en los tropicos.

El maiz tiene usos multiples y variados. Es el Unico cereal que puede ser usado como
alimento en distintas etapas del desarrollo de la planta. Las espigas jovenes del maiz
(maiz baby) cosechado antes de la floracion de la planta es usado como hortaliza. Las
mazorcas tiernas de maiz dulce son un manjar refinado que se consume de muchas formas.
Las mazorcas verdes de maiz comin también son usadas en gran escala, asadas o hervidas,
o0 consumidas en el estado de pasta blanda en numerosos paises. La planta de maiz, que
estd aun verde cuando se cosechan las mazorcas baby o las mazorcas verdes, proporciona
un buen forraje (FAO 2016).

1. 1. Principales Enfermedades del maiz en tropicos.

El maiz en los ambientes tropicales es atacado por un gran nimero de patdégenos que
causan importantes dafios econdmicos a su produccion. La monografia de Wellman
(1972) Tropical American plant diseases informa sobre 130 enfermedades que afectan al
maiz en los trépicos, comparadas con 85 que ocurren en los ambientes templados.

El clima humedo y célido bajo el que crece gran parte del maiz en los tropicos es sin duda
favorable al crecimiento y a la difusion de los pat6genos causantes de las enfermedades.
Sin embargo, el maiz se cultiva en una gran diversidad de ambientes en las zonas
tropicales; por ejemplo, en las tierras altas el maiz se cultiva en areas muy limitadas donde
distintas razas de patdgenos han coexistido con el maiz por muchos siglos.

Se han hecho progresos importantes en el desarrollo de formas de resistencia genética
estable contra la mayoria de las enfermedades pero, sin embargo, grandes areas de la zona
tropical son ain sembradas con variedades locales, con variedades de los agricultores o
con variedades sin mejorar. Esta es otra razon por la cual la situacion de las enfermedades
en el ambiente tropical parece ser mas severa que en ambientes templados donde se

siembran cultivares mejorados resistentes a las enfermedades.



Informacion detallada sobre las enfermedades del maiz es proporcionada por Wellman
(1972), Ullstrup (1976, 1977, 1978), Renfro (1985) y Smith y White (1988). La
Universidad de Illinois y el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de
Ameérica (Anonimo, 1973) publicaron el Compendium of corn diseases que comprende un
relato ilustrado de los problemas patogénicos y no patogénicos que afectan al maiz. De
Ledn (1984) publico una guia de campo ilustrada para la identificacion de las
enfermedades mas importantes del maiz y menciona 44 enfermedades causadas por
hongos, tres por bacterias, 10 por virus y una por "mollicutes”.

Algunas enfermedades son universales y ocurren en casi todos los ambientes en que se
cultiva el maiz; estas incluyen los tizones, las royas y las manchas de las hojas y del tallo
y la pudricion de la panoja. Hay algunas enfermedades que son de importancia regional
pero que pueden causar importantes pérdidas economicas, por ejemplo, los mildius
lanuginosos en Asia que se estan difundiendo a parte de Africa y de América, el virus
estriado del maiz en el Africa subsahariana y el enanismo del maiz en México, América
Central y América del Sur. La maleza paréasita conocida como Striga también causa
serias pérdidas en la produccion de maiz en el Africa subsahariana.

En este capitulo se describen las enfermedades importantes que afectan al maiz en varias
etapas de su crecimiento. Los sintomas y la epidemiologia de las enfermedades se basan
en descripciones dadas en Anonimo (1973) y De Ledn (1984). Se describen primero las
enfermedades que se encuentran en los ambientes tropicales y después las enfermedades

de ocurrencia regional.

1. 2. Las Enfermedades més Difundidas
1. 2. 1. Pudricion de la semilla y enfermedades de las plantulas
Las semillas de maiz que estan en el proceso de germinacién pueden ser atacadas por
algunos patdgenos transportados por las semillas o por patogenos del suelo que pueden
causar su pudricion antes de germinar o causar la pudricion de la plantula; esto es conocido
como podredumbre del cuello de la raiz. Este no es un problema serio en la mayoria de
los cultivos de maiz en las tierras bajas tropicales donde la temperatura al momento de la
germinacion es mas bien alta y esta es en general rapida. La pudricion de la semilla y los

tizones de las plantulas pueden ser un problema cuando la temperatura al momento de la



germinacion es baja y/o los suelos estdn muy humedos; sin embargo, tales condiciones no
ocurren comunmente en el verano en las zonas tropicales bajas, pero en el cultivo del maiz
en invierno en zonas subtropicales pueden aparecer semillas y plantas en estado de
pudricion. ElI maiz harinoso cultivado en las tierras altas y el maiz dulce son mas
vulnerables a esta enfermedad. Wellman (1972) opina que los agricultores en zonas
tropicales no prestan atencion, en general, al problema de la baja densidad de plantas a
causa de estos tizones; la resiembra total de la parcela o en los lugares en que faltan
muchas plantas es una practica normal en los tropicos. A medida que la agricultura tropical
se intensifica y se hace mas competitiva, estas enfermedades y su control mereceran,
evidentemente, mas atencion.

Los tizones son por lo general causados por especies del género Pythium, un hongo
saprofito comun en los suelos tropicales, a cuyo ataque puede escapar una plantula fuerte.
El problema puede ser ademés facilmente enfrentado sembrando semillas sanas tratadas
con un fungicida organico en un suelo bien preparado que no esté himedo y cuya
temperatura sea superior a 10°C. La resistencia de las plantulas a las enfermedades puede
ser una buena caracteristica del germoplasma de las variedades de maiz que se siembran
en invierno en las tierras altas.

La resistencia genética ha sido estudiada y parece ser compleja, involucrando varios
genes; se ha informado de fuertes efectos maternos no citoplasmaticos (Renfro, 1985). La
prueba del frio para la germinacion de las semillas en papel enrollado puede ser usada

para una preseleccién de germoplasma resistente a los tizones (Poehlman, 1987).

1. 2. 2. Pudricién de las raices
La pudricién de las raices ocurre en condiciones y ambientes similares a la pudricién de
las semillas y a los tizones. La pudricion de las raices es en general causada por hongos
de los géneros Fusarium y Pythium. La raiz se debilita, se humedece y comienza a
pudrirse; consecuentemente, el abastecimiento de alimentos a la planta se retarda y esta
puede incluso volcarse. La pudricion puede entrar en las raices principales y en los tejidos
de la plantula y de la corona. En ese momento, otros hongos como Diplodia
maydis y Gibberella zeae pueden entrar a la planta a través de las raices dafiadas y causar
la pudricién del tallo. Krueger (1991) informd de una asociacion positiva de la incidencia
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de la pudricién de la raiz con la pudricion del tallo. La pudricién de la raiz puede ser
controlada con las mismas precauciones usadas para la pudricion de la semilla y el tizén,
buscando evitar todo tipo de dafio a las raices durante los trabajos de cultivacion. Hay
formas de resistencia genética a Fusarium a través de genes aditivos con efectos

dominantes maternos.

1. 2. 3. Pudricion del tallo

La pudricion del tallo tiene importancia en casi todos los ambientes en que se cultiva el
maiz. La enfermedad aparece después que se ha iniciado la fase de elongacidn de la planta
y que los entrenudos comienzan a alargarse. Los patégenos de la pudricion del tallo son
varios hongos y bacterias, muy a menudo en forma combinada. Los ataques se pueden
producir en plantas jovenes en estado de crecimiento activo antes de la floracién o incluso
después de ella. La enfermedad causa un secado prematuro de la planta, la rotura del tallo
y la muerte de la planta y ocurre en todos los ambientes en que se cultiva el maiz: en
climas frios o célidos, en tierras bajas, de media altitud o altas, en climas secos o hiumedos.
Sin embargo, es méas importante en climas calidos con temperaturas por encima de 30°C,
alta humedad y altos niveles de fertilidad, buen crecimiento de las plantas y alta densidad
del cultivo. Estas condiciones crean una excelente atmoésfera para el crecimiento de
hongos y bacterias.

Los primeros ataques de bacterias de la pudricion del tallo son causados
por Erwinia spp. y Pseudomonas spp.. Estas bacterias atacan el maiz a mediados de la
estacion y se difunden rapidamente en la planta, la cual repentinamente cae. Los tallos se
vuelven de color marrén, estan hiumedos, son blandos y delgados y se rompen facilmente;
la descomposicion bacteriana produce un olor desagradable. Se ha informado que la
resistencia genética a Erwinia se debe a dos genes dominantes con algunos efectos
epistaticos.

El marchitamiento de Steward es causado por la bacteria Xanthomonas stewartii. El
patdgeno se transmite por la semilla y la infeccidén ocurre en las primeras etapas del
desarrollo de la planta; en las hojas se desarrollan lesiones acuosas donde entran los
patogenos a traves de lesiones hechas por insectos. Estas lesiones crecen y la hoja puede
Ilegar a la necrosis total; el patdgeno se difunde hacia el tallo y causa el marchitamiento
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general de la planta. La planta muestra un crecimiento anormalmente débil y muere al
florecer o inmediatamente después. El uso de semillas sanas y de variedades resistentes
puede controlar completamente esta enfermedad. La resistencia es dominante y es
gobernada por dos pares importantes de genes complementarios y otro gen secundario.
Ullstrup (1977) informo que el olote de color rojo estaba asociado a genes de resistencia
y el olote de color blanco a genes de susceptibilidad.

Una pudricion del tallo que aparece en etapas tempranas es causada por especies del
género Pythium. Los sintomas son similares a la pudricién temprana del tallo causada por
bacterias y afecta al primer nudo sobre la superficie de la tierra. El tallo se retuerce y la
planta normalmente cae, permaneciendo verde mientras no se rompa el sistema vascular.
La mayor parte del dafio causado por Pythium aparece antes o en el momento de la emision
de la panoja. La resistencia a esta pudricion parece ser cuantitativa con efectos aditivos
(Diwakar y Payak, 1975). El uso de germoplasma resistente y de un cultivo limpio es la
mejor solucién para el control de esta enfermedad.

1. 2. 4. Pudriciones del tallo después de la floracion

Estas pudriciones aparecen en las ultimas etapas del desarrollo de la planta y causan un
dafio importante desde el inicio del desarrollo del grano hasta su madurez fisioldgica. Hay
tres hongos principales que causan estas pudriciones: son especies de Diplodia,
Fusarium y Gibberella. Ademas hay otras pudriciones importantes del tallo: el
marchitamiento tardio es causado por varias especies del género Cephalosporium, la
enfermedad de los haces vasculares negros es causada por Cephalosporium acremonium y
la pudricién del carbon es causada por Macrophomina phaseoli.

La pudricién causada por Diplodia maydis aparece por lo general unas pocas semanas
después de la floracion femenina; las hojas se marchitan y toman un color gris verdoso.
Los entrenudos bajos se vuelven de color marron-pajizo y se hacen esponjosos; la medula
se desintegra y se decolora y solo quedan intactos los haces vasculares. Los tallos se
debilitan y se rompen facilmente. Esta enfermedad aparece sobre todo en zonas humedas

y frias.
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Otra pudricién del tallo es causada por Gibberella zeae; en este caso las hojas se vuelven
opacas y de color gris verdoso, y los entrenudos bajos se hacen blandos y de color
bronceado a marrén. La médula se desgarra y se vuelve rojiza en la zona afectada.

La pudricion causada por los hongos del género Fusarium comprende varias
especies: Fusarium moniliforme (Gibberella fujikuroi) y Fusarium graminearum
(Gibberella zeae). La pudricion comienza enseguida después de la polinizacion y afecta
las raices, la base de la planta y los entrenudos bajos y la enfermedad progresa a medida
que la planta madura; se rompen los tallos y ocurre una maduracion prematura como en
otras pudriciones. Las plantas pueden permanecer erectas aln cuando estén secas pero
caeran facilmente al ser golpeadas; como en la pudricion causada por Gibberella la
médula se desgarra y los tejidos circundantes se decoloran.

El marchitamiento tardio es causado por Cephalosporium maydis. Los sintomas de la
enfermedad aparecen en el momento de la floracion cuando las hojas se comienzan a
marchitar, por lo general primero aquellas en el extremo superior, las cuales se vuelven
de un color marrén opaco e inmediatamente después se marchitan y mueren. Los haces
vasculares se decoloran y la parte basal del tallo se seca, se contrae y se ahueca. A menudo
también hay otros hongos implicados en este proceso y en este caso los sintomas en el
tallo se modifican y son variables. La enfermedad se desarrolla en climas célidos, en
suelos secos y pesados pero también en suelos livianos y arenosos. Los patdgenos son
trasmitidos por la semillay por el suelo y la infeccion se inicia a través de las raices o del
mesocotilo. Esta es una seria enfermedad en Medio Oriente y sur de Asia, y es la
enfermedad mas importante del maiz en Egipto. Las variedades locales muestran en
general buena resistencia al marchitamiento tardio y estan siendo usadas con éxito para
desarrollar hibridos resistentes y variedades mejoradas.

La enfermedad de los haces vasculares negros es causada por Cephalosporium
acremonium y esta mas difundida que el marchitamiento tardio. La infeccion aparece
cuando la mazorca esta bien desarrollada y los granos estan en estado pastoso a duros. Los
haces vasculares se vuelven de color negro y esta coloracion se extiende a través de varios
entrenudos; las plantas presentan solo rudimentos de mazorcas con granos contraidos y
mal desarrollados. El hongo es trasmitido por la semillay por el suelo y la infeccion ocurre

por lo general a traves de lesiones en la corteza y en los tejidos del tallo.
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La pudricién carbonosa es causada por Macrophomina phaseoli. EI hongo entra en las
raices al estado de plantula y algunas veces causa el tizén. Por lo general, el hongo crece
a través de las capas exteriores del tallo y llega a los entrenudos bajos. Los sintomas
aparecen en la planta cuando esta se acerca a la madurez y muestra una maduracion
prematura. Los tejidos del tallo muestran una decoloracion negra y el desgarramiento de
los haces del tejido vascular y el tallo aparece como chamuscado. Esta enfermedad ocurre
en ambientes secos y calidos, especialmente cuando hay estrés de agua y altas
temperaturas.

Otros hongos que infectan las hojas de las plantas de maiz también pueden causar la
pudricion del tallo. La pudricién antracndsica del tallo es causada porColletotrichum
grami-nicola que también es causa de la antracnosis de la hoja. Ademas de los nueve tipos
de pudricién del tallo mencionados aqui, hay algunas formas secundarias que aparecen en
las plantas de maiz en las zonas tropicales. Solamente dos de estas pudriciones tienen
alguna importancia econdémica y son causadas por hongos de los
géneros Fusarium y Diplodia (=Stenocarpella). Se ha informado que estas dos
pudriciones causan pérdidas econdmicas en cerca del 27% del area de maiz en las tierras
bajas tropicales y del 32% del area en las tierras altas subtropicales (CIMMYT, 1988).

El uso de variedades resistentes es la mejor forma de prevencién y control de las
pudriciones del tallo. De Leon y Pandey (1989) informaron acerca del mejoramiento del
germoplasma tropical por seleccion recurrrente para resistencia a la pudricion de los tallos
y de la mazorca causadas por Fusarium moniliforme.Una fertilidad del suelo equilibrada
con niveles no excesivamente altos de nitrégeno y un aumento de la dosis de potasio ayuda
a su control; contrariamente, cualquier estrés durante el periodo de crecimiento aumenta
la susceptibilidad de las plantas a las pudriciones del tallo (Dodd, 1980). Si se reducen los
dafos a las raices, a la corteza y a los tallos, disminuyen las posibilidades de entrada de
hongos a las plantas, las que se mantienen verdes, con una corteza gruesa y tallos robustos,
con aparentemente menos infecciones y perdidas debido a estas pudriciones (Zuber et
al.,1981).

Se ha informado también de varias fuentes de resistencia genética a estas enfermedades.

Hay varios genes que participan en este proceso y la herencia parece ser cuantitativa. La
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resistencia a la pudricién causada por Diplodia involucra la accion aditiva y dominante de
varios genes y ocasionalmente la epistasis (Renfro, 1985). Draganic y Boric (1991)
informaron que la resistencia a los patdgenos de la pudricion es poligénica y si bien el
desarrollo de hibridos resistentes es dificil, ha sido posible obtener varios hibridos de alto
rendimiento con resistencia horizontal general. En cuanto al marchitamiento tardio, su
resistencia es parcialmente dominante y controlada sobre todo por genes de accion de tipo
aditivo mientras que los genes de accion de tipo no aditivo son de menor importancia
(Khan y Paliwal, 1979, 1980). Shehata (1976) informé que los efectos de dominancia y
de epistasis jugaban un papel importante en la herencia de la reaccion a la enfermedad en
el caso del marchitamiento tardio. El Itriby et al., (1981) informaron que hay por lo menos
tres genes importantes que participan en la resistencia al marchitamiento tardio y que la
accion epistatica de los genes era la mas importante. La herencia y la accién de los genes
para la resistencia a la pudricion del carbén y de los haces vasculares no son aun bien

conocidas.

1. 2. 5. Enfermedades foliares
Las enfermedades foliares son las mas visibles en la planta de maiz y, por lo tanto, a
primera vista, son mas alarmantes. Muchas enfermedades foliares avanzan desde las hojas
inferiores hacia las superiores a medida que los azlcares son traslocados de las hojas a las
mazorcas. Las enfermedades foliares de importancia global que se encuentran en el maiz
en la zona tropical son los tizones, las manchas y las royas de las hojas. Todas estas
enfermedades matan un importante area de la hoja y reducen de este modo la superficie
fotosintetizadora. Por lo general, estas enfermedades no cubren toda la vida de la planta y
esta no muere, continuando con su accion fotosintética en las partes de la hoja que
permanecen verdes y libres de la enfermedad; sin embargo, la productividad de la planta
se reduce. En el caso de los maices forrajeros, el total de materia seca disminuye y la

calidad del forraje es menor.

Tizones de las hojas
El tizon del Norte es causado por Exserohilum turcicum (=Helminthosporium

turcicum). Este tizon ocurre comunmente en los ambientes subtropicales y de altura méas
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frescos; es particularmente severo en los cultivares subtropicales donde el germoplasma
de zona templada ha sido retrocruzado y no afecta severamente a los germoplasmas
tropicales. Los primeros sintomas de la enfermedad aparecen como manchas ovaladas
himedas en las hojas de la parte baja, progresando después hacia las superiores. Estas
manchas se unen unas con otras y crecen en forma alargada como lesiones necroticas de
forma ahusada. En el caso de infecciones intensas las hojas pueden secarse completamente
y morir prematuramente, sobre todo si las plantas han sido afectadas por la sequia. Se
conocen razas hospedantes y razas fisioldgicas del hongo especificas y se han encontrado
fuentes de resistencia monogénicas y poligénicas que se han usado para desarrollar
germoplasma resistente (Hooker, 1977; Ullstrup, 1977). La resistencia poligénica estable
a este tizon ha sido desarrollada sobre materiales mejorados y parece ser efectiva contra
todas las razas. Estan involucrados muchos genes, unos de mayor importancia que otros;
los genes para resistencia muestran una dominancia parcial y los genes con accién aditiva
parecen ser mas importantes que los efectos dominantes o epistaticos. Este tizon es
considerado un problema solo cuando germoplasmas de zona templada y no adaptados se
introducen en zonas tropicales.

El tizon del Sur es causado por el hongo Bipolaris maydis (=Helminthosporium
maydis); afecta al maiz, al teosinte y al sorgo. Prevalece en ambientes calidos y himedos
y afecta los cultivos de maiz en la temporada de verano, tanto en las tierras bajas tropicales
como en las tierras altas; también afecta al maiz al final de la temporada de invierno
cuando la temperatura comienza a aumentar. El tizon del Norte y este tizén pueden
encontrarse afectando el cultivo de maiz en diferentes épocas de la misma estacion. Se
conocen tres razas de tizon del Sur que causan serios dafios en los cultivos. Una es la raza
“0O”, que prevalece y se difunde rapidamente en los tropicos; en las primeras etapas sus
lesiones son pequefias y en forma de diamante, posteriormente se elongan pero su
crecimiento estd limitado por las venas de las hojas. Las lesiones, sin embargo,
permanecen pequefas y rectangulares, aunque mas adelante se unen y producen zonas
largas secas o0 "quemadas"” sobre la hoja. Las lesiones de la raza O se encuentran solo en
las hojas. La raza “T” esta asociada con el citoplasma T el que esta a su vez involucrado
con las lineas masculinas estériles Tcm (citoplasma macho estéril Texas). Sus lesiones por

lo general son més grandes, ahusadas o elipticas, con halos cloroticos o amarillo verdosos.
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La tercera raza es la “C”, fue identificada en 1987 en China y esti estrechamente
relacionada con laraza T. Las lesiones de las razas T 'y C, ademas de aparecer en las vainas
de las hojas también se encuentran en las coberturas de las mazorcas y a veces en los tallos
y en los olotes. Es dificil distinguir las razas O, T y C solamente por sus sintomas sobre
las hojas cuando esta enfermedad se presenta en plantas de citoplasma normal (N). La raza
T es particularmente virulenta en las variedades con citoplasma macho estéril Texas,
donde ataca las hojas, los tallos y las mazorcas. Laraza T llegd a causar gran preocupacion
en el afio 1970 cuando la epidemia de tizon del Sur devasto los cultivos con ese tipo de
citoplasma en los Estados Unidos de América. Mercado y Lantican (1961) habian
informado anteriormente sobre la extrema susceptibilidad de los maices con citoplasma
macho estéril Texas cultivados en las Filipinas.

La resistencia a este tizon es controlada por el citoplasma y por genes del ndcleo de
herencia monogénica y poligénica. El uso de germoplasma y de citoplasma resistentes han
reducido considerablemente las posibilidades de dafio causado por este tizon. La
resistencia monogénica y poligénica ha sido usada para el desarrollo de germoplasma
resistente; se ha informado que son relativamente pocos los genes involucrados en la
resistencia poligénica con efectos genéticos aditivos y dominantes (Ullstrup, 1977; 1978).
El sistema de resistencia poligénica reduce el tamafio y el nimero de las lesiones. El
sistema monogénico, con el gen rhm en estado homocigota da lugar a pequefias lesiones
cloréticas con escasa esporulacidn efectiva solo hasta el momento de la floracion de la
planta (Thompson y Bergquist, 1984). Hooker (1978) describio las fuentes de citoplasma
y los genes que dan resistencia a la raza T del tizén del Sur.

El tizon amarillo de la hoja es causado por Phyllosticta maydis, que ocurre en ambientes
frescos y humedos. Este hongo muestra una patogenicidad diferencial entre los
citoplasmas N y T y afecta especialmente a las plantas con este Gltimo citoplasma; se
encuentra en todas las etapas del desarrollo de la planta, desde la plantula hasta su
madurez. Normalmente aparecen lesiones de color amarillo a crema o bronceado en la
parte exterior de la hoja y en las etapas mas avanzadas las lesiones pueden llegar a las
vainas de las hojas o0 a la espata de las mazorcas; la parte superior de las hojas puede
aparecer marchita y los sintomas, en general, se parecen a los de la deficiencia de

nitrégeno. El uso de variedades resistentes es la mejor forma de control y con el abandono
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del citoplasma T la enfermedad ha perdido importancia (Smith y White, 1988). La
rotacion de los cultivos y el mantenimiento limpio de estos minimiza el efecto de las
primeras infecciones.

El marchitamiento en bandas de las hojas y de las vainas es causado por el
hongo Hypochonus sasakii (Coticium sasakii= Rhizoctonia solani); produce grandes areas
decoloradas sobre la hoja, separadas por caracteristicas bandas concéntricas oscuras. Los
sintomas pueden aparecer en las hojas y en las espatas de las mazorcas y la enfermedad
da lugar a una pudricion de color marrén de las mazorcas con un moho algodonoso
también marron. Esta enfermedad esta causando pérdidas econémicas en algunas partes
de Asia.

Manchas de las hojas

La mancha de la helmintosporiosis de la hoja es causada por Helminthosporium
carbonum o Bipolaris zeicola; se encuentra en las areas frescas de las regiones templadas y
no tiene mayor importancia en los tropicos. Se han identificado tres razas del hongo y la
resistencia genética es bien conocida, controlada por dos genes recesivos para la raza 1;
poligenes con efectos genéticos aditivos son responsables por la resistencia a la raza 3
(Halseth, Pardee y Viands, 1991). Se ha desarrollado germoplasma resistente ya que la
enfermedad puede ser facilmente controlada usando variedades con este germoplasma
junto con rotacion de cultivos y otras practicas corrientes de cultivo (Smith y White,
1988).

La mancha de la Curvularia es causada por los hongos Curvularia lunata y C.
pallescens. La enfermedad produce pequefias manchas necroticas circulares a ovales, con
un halo ligeramente coloreado y margenes rojizo marrones a marroén oscuro. Es una
enfermedad prevalente en ambientes hiumedos y célidos y los dafios econémicos no son
muy importantes. Se conoce la existencia de resistencia poligénica con efectos aditivos y

epistaticos.

La antracnosis es causada por Colletotrichum graminicola; el desarrollo de la enfermedad
tiene dos fases: la primera, menos importante, con el marchitamiento de la hoja y una

segunda fase de pudricion del tallo. Esta no es una enfermedad importante en los tropicos.
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Las esporas del patdgeno entran en las hojas y causan las manchas pequefias, redondas a
irregulares, humedas, semitransparentes que aparecen al inicio de la temporada de cultivo.
Las manchas posteriormente crecen, se unen y se vuelven de color marrén con los bordes
marron rojizos. El hongo puede causar un tizén de la plantula y la pudricion del tallo. Se
ha informado de resistencia poligénica con genes de efecto aditivo y dominancia parcial
(Carson y Hooker, 1981).

La mancha marron es causada por el hongo Physoderma maydis, ocurre en ambientes
himedos y calidos de los tropicos y afecta también al teosinte. Los sintomas aparecen
primeramente en la ld&mina de las hojas bajo la forma de pequefias manchas amarillas
cloroticas; en el medio de los bordes y en las vainas de las hojas, en los tallos y algunas
veces en las espatas de las mazorcas las lesiones se desarrollan como pequefias manchas
marrones. Hay fuentes de resistencia genética que involucran hasta cuatro genes con
efectos aditivos; también se ha informado de genes con efectos dominantes y epistaticos.
Lal y Chakravarti (1977) recomendaron el uso de fungicidas sistémicos para el control de
la enfermedad después de que las plantas han sido infectadas.

La mancha en ojo conocida en Japon como mancha marron es causada por el
hongo Kabatiella zeae; ocurre en ambientes frescos y himedos y ademas del maiz afecta
a varias especies de teosinte. La enfermedad causa lesiones circulares a ovales,
translucidas, en las primeras etapas del desarrollo de la planta; al principio, las lesiones
son acuosas con un punto de color crema a bronceado en su centro, rodeado por un aro de
color marrén a purpura con un halo angosto de color amarillo. Estas tienen la forma de un
0jo, lo que da el nombre a la enfermedad. Los sintomas son similares a los de la mancha
de la Curvularia o a aquellas manchas no patogenicas, fisioldgicas y a manchas genéticas
gue se encuentran en las plantas de maiz en las zonas tropicales. La resistencia genética
es parcialmente dominante y debida a unos pocos genes (Reifsch-neider y Arny, 1983).
El uso de variedades resistentes, la rotacion de cultivos y el mantenimiento limpio de los

maizales controlan la enfermedad en forma bastante efectiva.

La mancha de la hoja Phaerosphaeria es causada por el hongo Phaerosphaeria maydis; no
es una enfermedad muy difundida y se encuentra en el sur de Asia, México y América del
Sur, en ambientes frescos y de abundantes lluvias. La enfermedad al principio produce
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pequefas lesiones de color verde pélido o cloréticas que después se aclaran, se secan y
desarrollan bordes marrones; las manchas alargadas u oblongas aparecen sobre toda la
hoja. EI hongo persiste en el campo en los restos de las partes enfermas de las plantas v,
bajo condiciones favorables, las esporas germinan e infectan las hojas del proximo cultivo.
La rotacion de cultivos puede reducir la infeccion de esta enfermedad.

La Cercospora 0 mancha gris de la hoja es causada por el hongo Cercospora zeae
maydis y ocurre sobre todo en ambientes frescos y humedos. La incidencia de esta
enfermedad aumenta cuando el maiz se cultiva en el mismo campo en forma continua, sin
rotaciones y con escasas practicas culturales (Latterali y Rosi, 1983; Donahue, Stromberg
y Myers, 1991). La enfermedad produce rayas de color marrén palido delimitadas por las
venas de las hojas o manchas de color gris a bronceado y amarillo a purpura en las hojas
de las plantas maduras. La enfermedad se encuentra en los tropicos pero no causa pérdidas
econdmicas importantes. Se han identificado fuentes de resistencia genética, la que es
gobernada por genes de efecto aditivo (Bergquist, 1985; Donahue, Stromberg y Myers,
1991; Bubecket al., 1993). El uso de variedades resistentes, la rotacion de cultivos y la
labranza convencional han sido recomen-dadas para minimizar la incidencia de esta
enfermedad.

La mancha en bandas de la hoja es causada por el hongo Gloeocercospora sorghi; esta
enfermedad es importante en el sorgo pero también infecta el maiz en ambientes célidos
y secos. Al principio las lesiones son rojizas a marrones y acuosas; mas adelante, se
agrandan y producen grandes anillos necréticos caracteristicos. Estas lesiones pueden
tener més de cinco centimetros de diametro en las hojas viejas y maduras.

La mancha de la hoja causada por el hongo Leptosphaeria michora ocurre en las areas
himedas de los maices en ambientes altos. La enfermedad causa pequefias lesiones que
aumentan de tamario, se hacen concéntricas y cubren la hoja. Por lo general se limita a las

hojas inferiores y aparece en el momento de la floracion.

La pustula de la hoja causada por el hongo Septoria maydis ocurre en ambientes frescos
y humedos. Las hojas de las plantas infectadas muestran primero pequefias manchas verde

claro a amarillas que crecen y se unen para producir varias pastulas y necrosis.
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Las Ultimas cinco manchas de las hojas citadas se encuentran ocasionalmente y no causan
dafios importantes en los ambientes de los maices tropicales. Sin embargo, cualquiera de
ellas puede llegar a tener importancia si un gran nimero de plantas se infectan dentro de

un cultivo.

Royas de la hoja

Hay tres tipos de royas de importancia econdmica que atacan al maiz: la roya comun, la
roya del sur y la roya tropical. La roya comdn prevalece en ambientes frescos y tierras
altas y la roya del sur es una enfermedad de tierras bajas y ambiente célido. Estas royas
tienen, a veces, una distribucion estacional: la roya comun aparece al inicio de la estacion
del maiz y la roya del sur aparece, por lo general, al final de la estacién cuando decrecen
las lluvias y estan cerca de su fin. La roya tropical es mas irregular en su distribucion. Las
variedades locales de maiz donde las royas son endémicas han desarrollado un buen nivel
de tolerancia a la enfermedad y, por el contrario, los germoplasmas exéticos o
introducidos son atacados mas severamente por las mismas.

La roya comun es causada por el hongo Puccinia sorghi que estd ampliamente distribuido;
ataca el maiz y el teosinte pero no es frecuente sobre el sorgo y su huésped alternativo es
el Oxalis. La roya comdn es mas conspicua en las variedades susceptibles de maiz, en el
momento de la floracion masculina cuando es posible ver pequefias pustulas pulverulentas
de color marrén en ambos lados de las hojas. Las pustulas toman un color marrén oscuro
a medida que la planta madura y las bajas temperaturas y la alta humedad favorecen su
desarrollo y difusion. Se han identificado varias razas fisioldgicas de Puccinia sorghi y se
han separado por su reaccion a diferentes lineas de maiz. Se ha identificado resistencia a
razas especificas de este patdgeno la cual es controlada individualmente por cinco
diferentes genes ubicados en tres cromosomas (Saxena y Hooker, 1974). Tales formas de
resistencia se manifiestan por un desarrollo limitado de las pastulas. También hay formas
de resistencia general que dan lugar a una reduccion en el nimero de pustulas y en la
necrosis de las hojas. Los genes responsables de la resistencia general son pocos y
altamente heredables (Kim y Brewbaker, 1977). Puede ser desarrollado germoplasma con
resistencia poligénica y estable a la roya comun; el uso del germoplasma resistente y el

control del Oxalis pueden efectivamente eliminar el problema de la roya comun.
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La roya del sur es causada por el hongo Puccinia polysora; ataca al maiz, al teosinte y
al Tripsacum y prevalece en ambientes hiumedos y célidos. En un principio fue llamada
roya americana porque se encontraba solo en el continente americano; sin embargo,
alrededor de 1940 fue introducida en Africa (Wellman, 1972; Renfro, 1985) y en los diez
afios siguientes se difundié a todos los ambientes maiceros tropicales de Africa, Asia y el
Pacifico. Los sintomas son similares a los de la roya comun descriptos anteriormente, si
bien las pustulas son menores, de color méas suave y densamente distribuidas en ambas
caras de la superficie de las hojas; se vuelven de color marrén oscuro a medida que la
planta se acerca a la madurez y més adelante las hojas se vuelven cloréticas y se secan. La
roya del sur no tiene un huésped alternativo coexistente como ocurre con el Oxalis y la
roya comun. Se han identificado varias razas fisioldgicas de esta roya y también se han
identificado formas de resistencia a varias razas. Hay 11 genes que tienen influencia sobre
la resistencia (Scott, King y Armour, 1984) y probablemente también existe resistencia
general que puede ser eventualmente usada para el mejoramiento (Smith y White, 1988).
Lu et al. informaron que en China la resistencia a la roya comin estaba altamente
correlacionada con la resistencia a la roya del sur.

La roya tropical es causada por el hongo Physopella zeae y esta limitada a regiones célidas
y himedas de México, América Central, América del Sury el Caribe. Las pustulas son de
color crema a amarillo palido y se desarrollan debajo de la epidermis presentando una
pequefia abertura o poro; mas adelante, las pustulas se vuelven de color purpura, circulares
a oblongas, con la parte central que permanece de color crema. No tiene un huésped
alternativo y se recomienda el uso de germoplasma resistente. Se sugiere que ademas del
mejoramiento de la resistencia contra una roya especifica, tal vez sea mas eficaz introducir
formas de resistencia a las tres royas en forma conjunta y proporcionar una mejor solucion
a estos problemas (Wellman, 1972).

1. 2. 6. Enfermedades de la inflorescencia

Hay cinco enfermedades que afectan distintas partes de la inflorescencia, incluyendo las
flores, los ovarios en desarrollo y los granos. Estas son: la cabeza loca, que afecta la panoja
y también la planta; el carbon de la panoja, que afecta la panoja y la mazorca; el falso
carbén, que afecta solo la panoja; el carbon comun que afecta sobre todo a la mazorca, y

el cornezuelo que afecta la mazorca.
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El carbon de la panoja es causado por el hongo Sphacelotheca reiliana ocurre en
ambientes secos y calidos; la infeccion es sistémica ya que el hongo penetra por la plantula
y crece después a través de la planta sin que esta muestre ningun sintoma hasta el momento
de la floracion. La panoja muestra claros sintomas de la enfermedad y se deforma y crece
excesivamente. La infeccion en la panoja puede estar limitada a unas pocas espiguillas
causando su crecimiento en forma de tallo o filodio; en otros casos, toda la panoja puede
proliferar formando estructuras similares a hojas. Las mazorcas de las plantas infectadas
también presentan aspecto de carbon y son reemplazadas por una masa negra de esporas.
El teosinte y los hibridos de teosinte y maiz también son afectados por esta enfermedad.
Se ha identificado resistencia genética, la que presenta una gran variabilidad en la reaccion
al hongo (Frederiksen, 1977; Stromberg et al., 1984). En un estudio reciente Bernardo,
Bourrier y Oliver (1992) informaron que los efectos aditivos son muy fuertes y
condicionan la resistencia a la enfermedad mientras que la dominancia y la epistasis
juegan un papel secundario. Se han seleccionado germoplasmas resistentes y su uso es sin
duda la mejor forma de control de la enfermedad.

El falso carbon es causado por el hongo Ustilaginoidea virens y ocurre en los ambientes
calidos de muchas partes del globo, si bien no constituye un problema econémico serio,
excepto en algunos lugares aislados. El falso carbon infecta solo unas pocas espiguillas en
la panoja y desarrolla agallas del tipo del cornezuelo las que producen masas de esporas
de color verde oscuro. Este carbon no afecta los rendimientos ni causa en consecuencia
un dafio econémico serio.

El carbon comun es causado por el hongo Ustilago maydis (=U. zeae) y ocurre en todo el
mundo en zonas moderadamente secas a humedas, si bien no es una enfermedad grave.
Cualquier parte epigea de la planta de maiz puede ser afectada, en especial los meristemos
y otros tejidos jovenes. La mayor parte del dafio ocurre cuando se infecta el meristemo
apical de las plantulas. Los sintomas tipicos son las agallas que aparecen en el tallo y en
las hojas; la enfermedad, si aparece temprano, puede detener el crecimiento y llegar a la
muerte de la planta. En las mazorcas, el hongo entra a través de los estambres y forma
evidentes agallas blancas en el lugar de los granos; cuando estas agallas se rompen escapa
una masa negra de esporas que podra infectar el cultivo siguiente. Se han reconocido

varias razas y es necesaria una forma de resistencia total ya que afecta a numerosas partes
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de la planta. Se conocen fuentes de resistencia genética (Bojanowski, 1969); esta es
poligénica y de accion cuantitativa, aditiva y no aditiva. La siembra de germoplasma
resistente, el evitar dafios mecanicos a las plantas y la remocion y quema de las agallas
antes de que estas suelten las esporas pueden reducir el nivel de la enfermedad a niveles
insignificantes.

El cornezuelo es causado por el hongo Claviceps gigantea y la enfermedad esta limitada
a los valles altos y huimedos de América Central y México. Esclerocios de color blanco a
crema, pegajosos y huecos reemplazan a los granos en la mazorca; se encuentran desde

uno solo a varios en cada mazorca y producen alcaloides toxicos.

1. 2. 7. Pudricion de la mazorca

Varios hongos y algunas bacterias infectan las mazorcas y los granos causando su
pudricion y muchos de los patdgenos que participan en la pudricién del tallo también son
responsables por la pudricion de las mazorcas. Algunos de las causantes de la pudricion
de las mazorcas estan ampliamente distribuidos y muchos de ellos causan dafios
importantes entre la iniciacion de la floracion femenina y la cosecha, sobre todo en areas
hdmedas y con lluvias abundantes. En las variedades con espatas de la mazorca laxas o
cuando estas estan dafiadas por pajaros o insectos de los granos almacenados en el campo,
el cultivo sufre dafios adicionales de parte de los hongos de la pudricion. La pudricién de
las mazorcas y los granos afecta sensiblemente el rendimiento en los ambientes de las
tierras altas y con intensas precipitaciones en el periodo en que estas disminuyen. Ademas,
la calidad del grano y de la semilla son seriamente afectadas; en los ambientes donde la
incidencia de esta pudricion es alta, la produccion de semillas y el mantenimiento de un
buen poder germinativo es dificil. EI desarrollo de germoplasma con altos niveles de
resistencia a la pudricion de la mazorca y de los granos es una prioridad en muchos
ambientes de cultivo del maiz en los tropicos. Las distintas pudriciones toman su nombre
del patdgeno que causa la enfermedad; a continuacion se describen sus sintomas.

La pudricién de la mazorca de Diplodia es causada por los hongos Diplodia maydis y D.
macrospora. Las espatas de las mazorcas infectadas aparecen blanquecinas o de color
pajizo; si la infeccidn es temprana, toda la hoja de cobertura toma un color gris marrén y

se seca mientras la planta conserva su color verde. Cuando se abre la mazorca tiene una
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apariencia pajiza, blanqueada y con un crecimiento algodonoso en la mazorca y entre los
granos. Las mazorcas infectadas al final de la estacion pueden no mostrar esos sintomas
extremos pero son muy livianas. La mazorca se dobla en vez de romperse y tiene moho
entre los granos, cuyas puntas estan decoloradas. En ambientes de lluvias abundantes los
problemas de la pudricion de la mazorca pueden ser evitados entre las etapas de la
floracion femenina y la cosecha, utilizando las mazorcas para su consumo verde. En
algunas areas los agricultores evitan la acumulacion de agua dentro de las espatas de la
mazorca doblandolas hacia abajo a la altura del entrenudo. El uso de variedades espatas
apretadas y periodo de madurez apropiado pueden reducir las pérdidas por pudricion.
Existen variedades con buenos niveles de tolerancia a la enfermedad.

La pudricion de la mazorca y de los granos también pueden ser causadas por el
hongo Fusarium moniliforme y su variedad F. m. subglutinans. El patdgeno entra a través
de los estambres en el extremo de la mazorca; la infeccion permanece limitada por un
cierto tiempo a algunos granos o a una parte de la mazorca y en los granos se desarrolla
un moho pulverulento o algodonoso blanco rosado. Los barrenadores del maiz y los
gusanos de la mazorca contribuyen al establecimiento del patdgeno sobre los granos y se
puede ver el moho creciendo en las galerias hechas por los insectos. Los granos infectados
al final de la estacion pueden no tener moho y mostrar solo unas rayas en el pericarpio.
Esta pudricién se difunde rapidamente en los ambientes tropicales y los granos infectados
con Fusarium se pueden encontrar en lotes de mazorcas de maiz limpias. El control de los
barrenadores y de los gusanos de la mazorca de modo de evitar dafio a las mazorcas y el
uso de variedades resistentes, son buenos mecanismos preventivos. ElI germoplasma del
maiz tropical tiene considerable variabilidad para susceptibilidad y resistencia. El
maiz opaco-2 y otros maices con almidon blando muestran mayor susceptibilidad a la
pudricion de la mazorca que otros tipos de maiz. Es posible seleccionar y desarrollar
variedades con altos niveles de tolerancia a esta enfermedad (De Leon y Pandey, 1989).
La pudricion de la mazorca causada por el hongo Gibberella zeae ocurre en ambientes
frescos con intensas precipitaciones, después de la floracién femenina. Esta enfermedad
da un color rojizo a la mazorca, desarrollando un moho rojizo en los granos infectados; la
infeccion se inicia en la punta de la mazorca y se desplaza hacia abajo. A diferencia de la

pudricién del Fusarium donde se infectan solo unos pocos granos aislados, esta
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enfermedad produce una infeccién y una pudricion mas generalizadas. Si la infeccion
comienza temprano toda la mazorca puede estar cubierta con el moho de color rosado a
rojo, creciendo entre espatas y la mazorca. En tales casos, las espatas y los mohos se pegan
a la mazorca y a menudo los granos infectados comienzan a germinar; este hongo produce
varias micotoxinas. Existen fuentes de resistencia variable (Gendloff et al.,1986; Hart,
Gendloff y Rossmann, 1984) y se han desarrollado germoplasmas con varios niveles de
resistencia para los ambientes tropicales.

La pudricion gris de la mazorca es causada por el hongo Physalospora zeae; ocurre en
tiempo calido y himedo y persiste por varias semanas después de la floracion femenina.
Los sintomas en las etapas iniciales son similares a los de la pudricion de Diplodia, y se
desarrolla un moho gris blancuzco sobre y entre los granos. Las espatas de la mazorca se
blanguean y se adhieren entre ellas; en la madurez las mazorcas enfermas son de color
gris oscuro a negro, a diferencia del color gris marron que ocurre en el caso de la pudricion
de Diplodia, y permanecen erectas. El tiempo célido y himedo durante varias semanas
después de la floracion es favorable para el desarrollo de esta enfermedad. Las medidas
de control son las mismas que para la pudricién de Diplodia.

Existe una pudricién de la mazorca causada por el hongo Penicillium oxalicum, aunque
en los ataques también pueden participar otras especies del parasito. Esta enfermedad se
desarrolla sobre las mazorcas dafiadas mecanicamente o por insectos. El sintoma
caracteristico es un moho pulverulento de color verde o verde azulado que crece sobre y
entre los granos, comenzando por la punta de la mazorca, y que puede encontrarse también
sobre el olote.

Otra pudricién de la mazorca es causada por varias especies del género Aspergillus; la
pudricion causada por Aspergillus flavus es la mas importante porque participa en la
produccién de al menos dos micotoxinas en este caso llamadas aflatoxinas del maiz.
El Aspergillus niger es la especie mas difundida y origina una masa de esporas
pulverulentas negras. Otras especies producen un crecimiento de color verde amarillento
0 bronceado sobre y entre los granos. Normalmente los granos en la punta de la mazorca
son los que se infectan primero. El ataque de las distintas especies de Aspergillus puede
ser activado o aumentado por el ataque en el campo de gorgojos de los granos

almacenados. Algunos otros factores tales como las altas temperaturas y el estrés de las
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plantas, especialmente el estrés de humedad antes de la cosecha, estan asociados con un
aumento de la incidencia de la infeccion de Aspergillus (Widstrom, McWilliams y Wilson,
1984; CIMMYT, 1992). El problema de los compuestos organicos toxicos aflatoxinas y
de otras micotoxinas producidas por los diversos Aspergillus puede llegar a ser serio
cuando la humedad del grano es alta en el momento de la cosecha, de mas de 15 a 18% de
humedad y cuando el grano infectado es almacenado con un alto contenido de humedad
en un ambiente también humedo y célido. Las aflatoxinas son sumamente toxicas para los
seres humanos y los animales domésticos a causa de sus efectos carcinogénicos y otros
efectos toxicos. Se ha informado de fuentes de resistencia genética a Aspergillus (Wallin,
Widstrom y Fortnum, 1991). Barry et al. (1992) informaron que dos cultivares Mo20W x
Teosinte e Ibadan B. produjeron menos aflatoxina en granos precosechados. Gorman et
al. (1992) concluyeron en base a estudios detallados que el germoplasma que ha sido
sometido a un ambiente seco mostraba las mas altas concentraciones de aflatoxinas B-1,
B-2, G-1 y G-2. Correlaciones sobre aditividad genética basada en los efectos de la
habilidad combinatoria general sobre las cuatro aflatoxinas fueron significativas e
indicaron que, en general, aumentando la resistencia a una toxina podia llevar a formas de
resistencia a las otras tres toxinas. La incidencia de las aflatoxinas puede ser reducida por
medio del uso de germoplasma resistente y buenas condiciones de cultivo y de
almacenamiento (Zuber, Lillehoj y Renfro, 1987).

La pudricién del olote es causada por el hongo Nigrospora oryzae. La planta no muestra
ningun sintoma hasta que las mazorcas son cosechadas; estas son livianas y pajizas con la
base desgarrada y si los granos se aprietan contra el olote, penetran en el mismo. Las
plantas de maiz cultivadas en suelos de baja fertilidad o cuando las plantas estan
debilitadas a causa de enfermedades o dafios, son mas susceptibles a este hongo. Esta
enfermedad estd bastante difundida pero raramente causa dafios de importancia
economica.

La pudricion de la mazorca y del grano es causada por el hongo Cladosporium
herbarum que ataca los granos cerca de la base de la mazorca, especialmente los granos
dafados. Los sintomas caracteristicos son pustulas o rayas negras o verde negruzcas sobre

granos esparcidos en la mazorca. Después de la cosecha y durante el almacena-miento la
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infeccion se puede difundir ain més. Esta enfermedad no tiene importancia desde un punto
de vista econdémico.

La pudricion de la mazorca causada por el hongo Rhizoctonia zeae puede aparecer cuando
persiste el tiempo calido y himedo por largos periodos; produce el crecimiento de un
moho color salmoén rosado en la mazorca. En el momento de la madurez, las mazorcas
infectadas se vuelven de un color gris opaco con numerosos esclerocios de color blanco a

salmén o negros que se desarrollan en la parte externa de las hojas de cobertura.

1. 2. 8. Mohos del almacenamiento
Algunas especies de hongos, especialmente Penicillium oxalicum, Aspergillum flavus y A.
niger que causan la pudriciéon de los granos en el campo son también parasitos de los
granos almacenados y pueden dafiar el grano de maiz en el periodo de almacenamiento.
Estos hongos, en el campo, atacan y dafian el grano cuando su humedad es alta, por lo
general por encima de 18%. Durante el almacenamiento los hongos atacan y dafian el
grano cuando la humedad esta entre 14 y 18% (Smith y White, 1988). Estos hongos son
un problema cuando el maiz se cosecha mecanicamente y estd himedo y no es
correctamente secado antes de transportarlo o almacenarlo. En los trdpicos la mayor parte
del maiz es cosechado en la mazorca y se seca antes de desgranar; la humedad del grano
es en general baja, menor de 14%; en esas condiciones los hongos de los granos
almacenados no son un problema. Este tema se discute mas adelante en el capitulo Manejo
postcosecha.
1. 2. 9. Enfermedades Regionales

Estas enfermedades estan limitadas a algunas regiones especificas y en general son de
importancia econdémica en la regién en que ocurren. Dos de estas enfermedades son
causadas por hongos: el mildiu lanuginoso y la mancha marrdn; otras dos enfermedades
son causadas por un virus y un espiroplasma respectivamente: el estriado del maiz y el
enanismo del maiz.

El mildiu lanuginoso fue identificado por primera vez en las Filipinas y hoy es una
importante enfermedad en el sur y el sureste de Asia; es una de las pocas enfermedades
del maiz originarias del Viejo Mundo. Ahora se encuentra en los ambientes tropicales de
otros continentes, por ejemplo en México, América del Sur, Africa Occidental y Egipto.
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Esta enfermedad es causada por hongos de varios Qgéneros Yy
especies: Peronosclerospora spp., (= Sclerospora spp.), y especies relacionadas
de Sclerophthora spp.; solo cinco especies son importantes en el maiz. Los mildius mas
comunes en Asia son: el mildiu de las Filipinas causado por Peronosclerospora
philippinensis; el mildiu del sorgo causado por P. sorghi y el mildiu de la cafia de azlcar
causado por P. sacchari. El cuarto tipo es llamado mildiu lanuginoso de rayas marrones y
es causado por Sclerophthora rayssiae var. zeae. Otros tipos menos importantes son el
mildiu de Java causado por Peronoscle rospora maydis; el mildiu lanuginoso que rompe
las hojas causado por Peronoscle rospora miscanthi; el mildiu lanuginoso espontaneo
causado por Peronosclerospora spontana; la panoja loca causada por Sclerophthora
macrospora 'y el mildiu lanuginoso graminicola causado por Sclerospora
graminicola. Renfro y Bhat (1981) listaron varios huéspedes alternativos que albergan
varios mildius lanuginosos y el papel que juegan en la difusion de la enfermedad. Williams
(1984) ha hecho una extensa revision de los mildius lanuginosos en los cereales tropicales.
Hasta hace unos pocos afos eran una enfermedad temida y causaban un serio dafio a los
cultivos de maiz. La sistematica y la clasificacion de los hongos que causan estas
enfermedades y su epidemiologia han sido descriptas por Frederiksen y Renfro (1977).
Los mildius lanuginosos son enfermedades sistémicas y la infeccién inicial de las plantas
ocurre usualmente por oosporas, mientras el hongo crece junto con la planta. Los primeros
sintomas externos se aprecian cuando la planta parece estar enfermay las hojas nuevas no
tienen adn color verde oscuro y aparece un vello sobre el envés de las hojas en horas de
la mafiana. La planta no crece en altura y las hojas presentan barras blancas; la mazorca
es reemplazada por estructuras folidceas o por rudimentos de mazorca que, en un 95%,
son esteériles. Si se desarrolla una mazorca normal, tendra unos pocos granos, los cuales
estaran invadidos internamente por el micelio del hongo que es de corta vida. La
transmision del mildiu lanuginoso por medio de las semillas de maiz no ha sido claramente
demostrada, como ocurre, sin embargo, en el sorgo y en el mijo perla.

Se han hecho importantes trabajos sobre la genética de la resistencia de los distintos
mildius lanuginosos y se han identificado variedades locales de maiz y otras fuentes
agrondmicas de resistencia. Renfro (1985) ha presentado un sumario de los trabajos sobre

resistencia genética a varias especies de mildius y se ha informado de la existencia de
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resistencia poligénica a todas las especies, pero en el caso de la cafia de azlcar, en Taiwan,
se encontro resistencia monogénica (Chang, 1972). Kaneko y Aday (1980) concluyeron
en base a una serie de estudios que la resistencia a Peronosclerospora philippinensis es
gobernada por un sistema poligénico. Recientemente, De Ledn et al., (1993), confirmaron
a partir de estudios bajo condiciones de inoculacion artificial que la resistencia es
poligénica y controlada por efectos aditivos. La susceptibilidad es mayormente controlada
por efectos de dominancia y epistasis. La herencia cuantitativa mostré una fuerte
influencia sobre los cambios en la severidad de la enfermedad. La resistencia mostré una
expresion dominante en condiciones de baja presion de la enfermedad; bajo moderada
presion, mostré una dominancia parcial, mientras que bajo alta presion de la enfermedad,
la susceptibilidad fue dominante. No existe, sin embargo, una variedad completamente
resistente bajo condiciones de alta presion de la enfermedad y las mejores variedades
muestran en esos casos un 80% de resistencia. En el sorgo existe un sistema poligénico
con variacion genética aditiva y dominancia que controla la resistencia a la enfermedad
(Singburaudom y Renfro, 1982). La resistencia al mildiu de barras marrones también esta
controlada por un sistema poligénico con efectos aditivos, con algin componente de
dominancia parcial (Renfro, 1985).

Hay variedades e hibridos resistentes a todos los tipos de mildius lanuginosos y el
problema de esta enfermedad esta en cierta medida controlado. La resistencia desarrollada
en Asia contra el mildiu de las Filipinas y el de la cafia de azlUcar también muestra
resistencia al mildiu del sorgo; ademas, el tratamiento de las semillas es eficaz contra la
enfermedad (Frederiksen y Odvody, 1979). La enfermedad también es controlada con
adecuadas rotaciones de cultivos y evitando la siembra con cultivos huéspedes del hongo
(Siradhana et al., 1978). Como que las variedades y los hibridos no muestran resistencia
completa bajo condiciones de alta presion de la enfermedad, es aconsejable usar
germoplasmas resistentes junto con préacticas culturales adecuadas para limitar la presion
de la enfermedad al minimo.

La quinta enfermedad de este tipo es llamada cabeza loca y es causada por el
hongo Scleroptora macrospora. Aunque es una enfermedad muy difundida es considerada
secundaria y solo ocasionalmente una severa infeccion puede causar dafios econémicos.

Afecta al maiz, al teosinte, a los hibridos maiz x teosinte y se encuentra en mas de 140
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especies de gramineas. La enfermedad causa en la planta infectada un exceso de macollaje,
enrollando y retorciendo las hojas. Los sintomas més evidentes se aprecian en la flor
masculina, la que presenta una excesiva ramificacion y un crecimiento vegetativo activo
o filodios; de aqui, por lo tanto, el nombre de cabeza loca. El patdgeno es trasportado por
la semilla pero muere facilmente durante el proceso de secado y almacenamiento del grano
(Smith y White, 1988). Las inundaciones de los campos favorecen la enfermedad por lo
que es recomendable contar con un buen drenaje. También existen fuentes de resistencia
al hongo.

La enfermedad conocida como mancha negra es causada por un complejo de hongos que
comprende Phyllacora maydis y los hongos asociados Monographella maydis
y Coniothyrium phyllacorae. La enfermedad ocurre en las zonas de altitud media y en las
tierras tropicales de México y otros paises de América Central. Los sintomas aparecen
como pequefios puntos negros en las faz de las hojas inferiores que progresan después a
las hojas superiores. El proceso epidemiolégico ha sido recientemente aclarado (Dittrich,
Hock y Kranz, 1991; Hock, Dittrich, Renfro y Kranza, 1992). La enfermedad puede ser
controlada con pulverizaciones foliares de fungicidas en el momento de la aparicion de
las primeras manchas. Se ha encontrado resistencia monogeénica a esta enfermedad y se
han obtenido variedades resistentes (Gonzalez et al., 1992; Vasal, Gonzélez y Srinivasan,
1992).

El enanismo del maiz se encuentra en el sur de los Estados Unidos de América, México y
América Central y es causado por Spiroplasma kunkelii el cual es trasmitido por los
saltamontes del género Dalbulus; ataca al maiz y a varias especies de teosinte. La
enfermedad es transmitida en las primeras etapas del desarrollo de la plantula y el primer
sintoma visible es clorosis en el margen de las hojas del verticilo. Las hojas mas viejas se
enrojecen como cuando la planta sufre de deficiencia fosférica en condiciones frias y las
hojas nuevas muestran manchas cloroticas que se desarrollan en barras que se extienden
hasta la punta de la hoja. Las plantas quedan enanas y producen muchas pequefias
mazorcas en las axilas de las hojas en vez de una sola mazorca bien desarrollada. Se ha
seleccionado resistencia genética y hay en este momento disponibilidad de variedades e
hibridos resistentes que minimizan las pérdidas causadas por la enfermedad (De Leon,
1983).
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La enfermedad del listado del maiz es importante en el Africa subsahariana, region a la
que estéa confinada por el momento. Es causada por un virus trasmitido por los saltamontes
del género Cicadulina. La enfermedad causa dafios economicos importantes en los
ambientes de tierras bajas tropicales y de media altitud al sur del Sahara, especialmente
cuando los cultivos sufren sequias. En condiciones favorables, cuando la humedad no es
un factor limitante, la planta es capaz de superar la infeccion del virus sin una mayor
reduccion de los rendimientos. Las plantas infectadas muestran listas blancas que corren
a lo largo de las hojas y enanismo; cuando la infeccién es fuerte, la planta no produce
mazorcas y puede morir. La enfermedad puede ser controlada por medio de la aplicacion
de un insecticida sistémico que reduzca la poblacién de los saltamontes y la difusion del
virus. Se han identificado buenas formas de resistencia, la que se suponia, en un principio,
controlada por un solo gen con modificadores (Storey y Holland, 1967); posteriormente
se identificaron tres genes con modificadores (Bjarnason, 1986). Kim et al., (1989)
informaron que la resistencia es controlada por dos o tres genes que pueden ser facilmente
transferidos a germoplasmas superiores; hoy dia existen variedades e hibridos con buenos
niveles de resistencia adaptados al ambiente subsahariano (Reynaud, Guinet y Marchand,
1988).

1. 2. 10. Otras Enfermedades Causadas por Virus

Existen otras enfermedades causadas por virus, unas pocas de las cuales estan
ampliamente difundidas. EI virus del mosaico y enanismo del maiz (MDMV) estén
incluidos en el mismo grupo del virus del mosaico de la cafia de azucar (SCMV), del virus
del mosaico del sorgo de Alepo (JGMV) y de otros polivirus menos importantes.

Los virus MDMYV y SCMV estan ampliamente difundidos en los tropicos; estos virus son
transmitidos mecanicamente por la savia de la planta a traves de un &fido vector
(Rhopalosiphum maidis) y afectan varios cultivos de cereales y la cafia de azucar. Los
primeros sintomas son la presencia de un mosaico de tejidos verdes y cloroticos en las
hojas jovenes; mas adelante, estas hojas muestran bandas cloroéticas generalizadas y la

planta puede tomar un color purpura y quedar enana.
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El virus en bandas del maiz esta ampliamente difundido en los tropicos y es transmitido
por los saltamontes Peregrinus spp. Se producen tipicas bandas cloréticas que corren de
la base a la punta de las hojas nuevas. Existen otras enfermedades virosicas que no estan
ampliamente difundidas y parecen estar limitadas a las Américas; estas son la enfermedad
del enanismo arbustivo, el virus de enanismo y clorosis, el virus del moteado y clorosis,
el virus de la necrosis letal, el virus I del mosaico y el virus de bandas finas del maiz (De
Ledn, 1984). EIl virus del mosaico clorético del maiz es transmitido por trips (Jiang et
al., 1992). Existe resistencia genética para varias de las enfermedades virdsicas, la que es
controlada por unos pocos genes importantes, por lo general uno o dos, por ejemplo para
el virus del mosaico enano, el virus del mosaico y el virus del mosaico en bandas del maiz
(Renfro, 1985).

1.2.11. Striga

La striga o maleza de la bruja, Striga asiatica y S. hermonthica, son dos malezas parasitas
que infectan el cultivo del maiz en Africa y Asia (Hassam, Ransom y Ojiem, 1995).
La striga se adhiere a las raices de la planta de maiz inmediatamente después de su
germinacién, tomando de ella agua y nutrimentos. Posteriormente, el parasito ejerce un
potente efecto fitotxico sobre la planta de maiz causando una reduccion tal del
rendimiento que va mas alla de la competencia que se podria esperar por la sola absorcién
de agua y nutrimentos (Ransom, Eplee y Palmer, 1990). La Striga es una enfermedad del
maiz cultivado en ambientes pobres y ocurre en condiciones de baja fertilidad y escasa
humedad. La mejora de la fertilidad del suelo, la incorporacién de los restos del cultivo y
de materia organica y el arrancado a mano de las plantas de Striga controlan esta maleza
(Odhiambo y Ransom, 1995). Kim (1994) informé que hay evidencia de herencia
cuantitativa con control poligénico para tolerancia a Striga hermonthica. La seleccion de
genotipos de maiz para resistencia/tolerancia a Striga y la posibilidad de desarrollar
germoplasmas tolerantes estan siendo investigadas (Kim y Adetimirun, 1995).

El manchado foliar grave interfiere con la fotosintesis y causa defoliacion prematura y una
reduccion en vigor de la planta. El ciclo de la enfermedad comienza tipicamente con un
indculo primario para la infeccion inicial en el nuevo follaje en la primavera. Luego

continta con el inéculo secundario en la primavera y el verano para reinfecciones, y
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finalmente completa su ciclo en otofio con el hongo en las hojas caidas, que se encuentran
en el suelo. Los hongos pueden sobrevivir en los residuos vegetales de hojas infectadas y
requieren de agua libre en la superficie de la hoja para la penetracion. La enzima
poligalacturonasa versiones patogeno, celulosa, pectina y metilesterasa toxina durante el
proceso de infeccion, el dafio que inflige y la muerte a los cloroplastos, las mitocondrias
y de la propia célula (Irrdb 2007). Los sintomas se desarrollan algunos dias después y el
patogeno se multiplica y se dispersa por las corrientes de aire o salpicaduras de lluvia, y

sigue a la infeccién secundaria (Thaung M. M. 2008).

2. Mancha de Asfalto en maiz (Tar spot)
2. 1. Manchas de asfalto - patosistema

Mancha de asfalto es una de las enfermedades en maiz més facil de identificar sus signos
y sintomas. Cuando las manchas foliares ennegrecer en su parte superior con clpula o
clipeo-como estroma cubriendo las fructificaciones sumergidas de los patdégenos fingicos,
adquieren el término “mancha de asfalto”, un negro mate a brillante. Estos son severos y
Ilamado asi porque su aspecto se parece tanto a las gotas de alquitran en la superficie de
las hojas. El estroma se divide para exponer los apotecios subyacente como en Rhytisma,
o0 los ostiolos de peritecios inmerso como en Phyllachora, para permitir la descarga de
ascosporas para la difusion y la infeccion. Los conidios son poco frecuentes, diminutos,
unicelulares y probablemente, podrian funcionar bien como espermacios masculino que
como agentes activos de infecciones secundarias. Aunque ascosporas de P. lespedezae
puede servir como indculo primario y secundario en mancha de asfalto de Lespedeza
(Mihail et al. 1997), el ciclo de la enfermedad de una mancha de asfalto es tipicamente
abreviado (Thaung M. M. 2008).

P. maydis, mancha de asfalto del maiz se desarrolla al maximo entre 10y 20 > C,y
disminuye por encima de 25 o C, de este modo, al parecer, explica su predominio en las
altas elevaciones, con un clima fresco y humedo. P. lespedezae aumenta en incidencia con
sombreado elevado en el dosel (Mihail et al. 1997). Asimismo R. acerinum, mancha de
alquitran de arce, tiende a ser mas comun en los EE.UU. en lugares hiumedos y protegidos,

con brotes esporéadicos en tiempo himedo (Thaung M. M. 2008).
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Cuadro 2. Clasificacion taxonomica del Phyllachora maydis

Phyllachora maydis

Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Subphylum: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes

Sub-clase: Sordariomycetidae

Orden: Phyllachorales

Familia: Phyllachoraceae

Género: Phyllachora

Especie: Phyllachora maydis

www.mycobank.org. EOL Encycolpedia of life.2012. Phyllachora maydis Maubl. 1904, Monographella
maydis E. Mill. & Samuels 1984, Coniothyrium phyllachorae Maubl. 1904. Disponible en:
http://eol.org/pages/1014516/hierarchy_entries/48655721/overview

Cuadro 3. Clasificacion taxondmica del Monographella maydis

Monographella maydis

Reino:
Phylum:
Subphylum:
Clase:
Sub-clase:
Orden:
Familia:
Género:

Especie:

Fungi
Ascomycota
Pezizomycotina
Sordariomycetes
Xylariomycetidae
Xylariales
Incertae sedis
Monographella

Monographella maydis

www.mycobank.org. EOL Encycolpedia of life.2012. Phyllachora maydis Maubl. 1904, Monographella
maydis E. Mill. & Samuels 1984, Coniothyrium phyllachorae Maubl. 1904. Disponible en:
http://eol.org/pages/1014516/hierarchy_entries/48655721/overview


http://www.mycobank.org/
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Cuadro 4. Clasificacion taxondémica del Coniothyrium phyllachorae

Coniothyrium phyllachorae

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes
Sub-clase: Pleosporomycetidae
Orden: Pleosporales
Familia: Leptosphaeriaceae
Género: Coniothyrium

Especie: Coniothyrium phyllachorae

www.mycobank.org. EOL Encycolpedia of life.2012. Phyllachora maydis Maubl. 1904, Monographella
maydis E. Mill. & Samuels 1984, Coniothyrium phyllachorae Maubl. 1904. Disponible en:
http://eol.org/pages/1014516/hierarchy_entries/48655721/overview

2. 2. Biologiay ecologia de Complejo Mancha de Asfalto
Las ascosporas de Phyllachora spp. en pastos australianos se descargan de forma activa
después de la lluvia o la humedad relativa alta y se acumulan en masas pegajosas en las
ostiolos, de la que es probable que estén dispersos por salpicaduras de lluvia (Parbery,
1963a). Hock et al. (1995) reporto atrapar ascosporas transportadas por el viento de P.
maydis en México durante los periodos de alta humedad, con un méaximo en las horas de
la noche. La mayor parte de las esporas fueron atrapadas en grupos de tres o cuatro horas;
el hongo fue capaz de propagarse hasta 75 m de plantas infectadas. En el laboratorio, las
ascosporas germinan mejor entre 10 y 20 ° C, pero fuera de este rango la geminacién es
mala (Dittrich et al., 1991).
En las tierras bajas del este de México, la mancha de asfalto comienza a aparecer
aproximadamente 2 semanas antes de la floracion y alcanza una gravedad maxima de
aproximadamente 6 semanas mas tarde (Hock et al., 1995). La infeccién también se puede
producir en la fase de la hoja 8 a 10 (Hock et al., 1989).
El clipeus (estroma) de las especies Phyllachora crece por separado en la epidermis a cada
lado de la hoja y no es una extension de los peritecios (Parbery, 1963b).


http://www.mycobank.org/
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Los picnidios del estado asexual Linachora aparecen temprano en la infeccion (Parbery,
1967;. Hock et al, 1992). Las esporas de los anamorfos de especies Phyllachora probados,
no germinaron en agua sobre portaobjetos o en plantas huésped, y probablemente sirven

como espermacios en el apareamiento (Parbery y Langdon, 1963).

2. 3. Fisiologiay fenologia
especies de Phyllachora son generalmente parasitos obligados, y no se pueden cultivar en
el medio de laboratorio usual (Parbery, 1963b). La actividad necrotréfica aparente de P.
maydis (Dalby, 1917; Liu, 1973;. Bajet et al, 1994) es inusual para un hongo que deberia
requerir células de plantas vivas por su apoyo, lo que sugiere que el hongo no esta

totalmente adaptado a su anfitrion.

2. 4. Asociaciones

P. maydis rara vez se encuentra solo en el tejido afectado (Bajet et al., 1994). La forma
anamdrfica de Monographella maydis crece generalmente en las areas de necrosis de todo
el ascoma (Muller y Samuels, 1984; Bajet et al, 1994) y es la causa de la desertificacion
grave (Hock et al., 1995). En las tierras bajas del este de México, cuando s6lo P. maydis
estaba presente en una hoja, no se produjo ningln tizon de la hoja (Bajet et al., 1994). Las
inoculaciones foliares con M. maydis no eran éxitosas por lo general, a menos que P.
maydis ya estuvieran presentes en las infecciones, y las lesiones causadas por M. maydis
no se han observado en el campo sin el hongo de la mancha de alquitran en el centro (Hock
etal., 1992). Este otro patdgeno puede estar presente como un endofito (Muller y Samuels,
1984; Bajet et al., 1994) o epifita (CIMMYT, 2003); en cualquier caso, su cambio a la
patogenicidad depende principalmente de la infeccion de la planta por P. maydis. Hock et
al. (1992) observaron que P. maydis se desarrolla primero en las hojas, y que sugieren que
puede proporcionar un medio de entrada para el segundo hongo. Los sintomas causados
por M. maydis aparecieron 2 dias después de que P. maydis era visible; la mayoria de las
lesiones producidas por M. maydis se produjo dentro de los 7 dias después de que la
mancha de asfalto fue vista.

El intervalo de temperatura para la germinacién optima de conidios de M. maydis en agua
es de 25-30 ° C, y la germinacion fue més rapido en la oscuridad (Dittrich et al., 1991). El
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rango optimo de temperatura para el crecimiento en cultivo es 24-27 ° C, y corresponde a
la tipica de los meses de noviembre a febrero en las tierras bajas de México oriental
(Muller y Samuels, 1984). Los conidios en las hojas secas en el laboratorio o en hojas en
el suelo de agosto a diciembre en las tierras bajas de México, comenz6 a perder viabilidad
después de 1 mes, aunque la supervivencia al aire libre era mejor (Hock et al., 1995).

Otro miembro del complejo de hongos asociados con el punto de alquitran es
Coniothyrium phyllachorae, picnidios de un hongo que se considera que es un
hiperparasito en Phyllachora. Maublanc (1904), describié como se encuentra en el
clypeus (“estroma™) y peritecios vacio de P. maydis. Hock et al. (1995) encontraron casi
el 50% de las lesiones P. maydis que contienen picnidios de Coniothyrium, dos semanas
antes de la cosecha. Su incidencia en P. maydis es independiente de la infeccion lesion
por Monographella maydis (Hock, 1991). Las lesiones de mancha de alquitran que

contienen C. phyllachorae son més pequefios (Hock et al, 1989;., 1995).

2. 5. Distribucion del Complejo Mancha de Asfalto
Estos hongos fueron reportados desde partes de México, América Central y Sudamérica
y las Indias Occidentales (Hock et al, 1995;. Cline, 2005). En México el complejo
"Mancha de asfalto" se presenta en mayor o menor grado en méas de 500 mil ha sembradas
con maiz, principalmente en Nayarit, Jalisco, Guerrero, Chiapas y Veracruz (Hock et al.,
1989). En Guerrero se presenta en las transiciones de las costas hacia la Montafia y en la
Zona Centro, en donde afecta anualmente a mas de 2 mil ha y cada vez aumenta su
presencia (Gonzélez et al., 2004). En Chiapas se presenta en la region Centro y Fraylesca,
con incidencia variable Conocido sobre todo a partir de las zonas mas frias y altas
(Malaguti y Subero, 1972;. Bajet et al, 1994), puede ser incapaz de propagarse por si
mismo a través de los tropicos mas secos o mas caliente. Watson (1971) lo menciona como
presente en Brasil, pero Hock et al. (1995) afirman que no hay informes de que alli, 0 mas

al sur del continente se encuentre presente.
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Figura 1. Distribucion Geografica CMA (Datos proporcionados SIAP, INIFAP y SAGARPA)

2. 6. Control del Complejo Mancha de Asfalto (CMA)
2. 6. 1. Control cultural y medidas sanitarias
Las medidas para reducir el inéculo inicial para una nueva cosecha dependeran de la
fuente de in6culo y de las practicas de cultivo. Donde el maiz (Zea mays) se cultiva de
forma continua en el entorno, no es probable que los esfuerzos de saneamiento sean
eficaces. En otra parte, la eliminacion de plantas espontaneas o parientes silvestres de maiz
puede ser apropiado. Las ascosporas de P. maydis sobrevivieron en los restos de cultivos
durante 3 meses 0 méas (Hock et al., 1995); la eliminacién o destruccion de los restos

pueden ser Utiles si se sembrard un cultivo nuevo en ese intervalo.

2. 6. 2. Control bioldgico
Hock et al., 1995 sugiere el control por medio de temprano hiperparasitismo de
Coniothyrium phyllochorae , reduciendo el tamafio de las lesiones producidas por P.

maydis. Pudiendo ser adecuado para su uso como un control biolégico.
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2. 6. 3. El control quimico

Fenpropimorf (uno o dos tratamientos) y Mancozeb aplicados se encontraron cada 10 dias
para ser los fungicidas mas eficaces en ensayos con parcela de campo en México (Bajet
etal., 1994).

La incorporacion de la resistencia en los cultivares de maiz es el método preferido de
control debido al costo de los productos quimicos, y, en México, el CIMMYT (Centro
Internacional de Mejoramiento del Maiz y el Trigo) ha desarrollado lineas de
mejoramiento y variedades resistentes para diferentes nichos ecoldgicos (Bajet y col .,
1994). Resistencia a P. maydis parece deberse principalmente a un tnico gen dominante,
pero los efectos aditivos también se detectaron (Ceballos y Deutsch, 1992). Aunque el
progreso fue lento y dificil, debido a que el problema de la mancha de asfalto consiste en
los dos hongos, CIMMYT obtuvo 14 lineas endogamicas que eran “casi inmunes” (Vasal
etal., 1999).

3. Mecanismos de variabilidad en Hongos

Los mecanismos por medio de los cuales se genera variabilidad genética en los hongos
son: recombinacién, mutacion, herencia citoplasmatica, heterocariosi, parasexualismo y
heteroploidia (Rivera. 2007).

La recombinacion se da en hongos poseedores de estados teliomdrficos o sexuales, en sus
ciclos de vida. La recombinacion se origina cuando dos gametos haploides (n) se unen
para formar el cigoto (2n). Posteriormente, en la meiosis, se producen entrecruzamientos,
donde partes de la cromatida de cromosoma de un par se intercambian con la de otro.
Como resultado de ese proceso pueden aparecer variantes para diversos caracteres, Como
los asociados a la patogenicidad. De este modo la progenie puede adquirir caracteristicas
nuevas que le permiten la resistencia del hospedero o el efecto de un fungicida especifico
sobre su metabolismo.

La mutacion consiste en un cambio abrupto y espontaneo, en el material genético del
organismo, gque es transmisible por herencia, a la progenie. En los hongos haploides estas
se expresan inmediatamente, mientras que en los diploides y dicarioticos, las mutaciones

se pueden mantener ocultas, debido a que generalmente son recesivas. En estos casos la
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expresion fenotipica del nuevo caracter ocurre cuando al azar permite reunir los alelos en
un individuo.

La herencia citoplasmatica o extracromosomica esta regida por ADN no ubicado en el
nucleo. Esta forma no esté sujeta a las leyes mendelianas y permite a un patégeno adquirir
nuevas caracteristicas como por ejemplo: la capacidad de tolerar un fungicida, utilizar
nuevos sustratos como fuentes de energia y cambiar su virulencia.

La heterocariosis consiste en la coexistencia de nucleos genéticamente diferentes en un
citoplasma comdn. Esto ocurre cuando dos hifas haploides se unen por medio de
anastomosis y hay migracion nuclear, de tal manera que una misma hifa o célula quedan
dos 0 méas nucleos diferentes. Esta condicion permite al organismo adquirir caracteristicas
distintas a las producidas por los organismos homocarioticos originales.

El parasexualismo es un proceso generador de variabilidad sin que medien verdaderos
procesos sexuales. Este proceso da inicio con la formacion de hifas o células
heterocaridticas  (nucleos haploides diferentes). Luego, estos nucleos se fusionan,
originando estados diploides. Frecuentemente, este estado se perpetda por divisién
mitotica, pero en algunos casos ocurre una meiosis espontanea, resultando
recombinaciones de caracteres que dan origen a genotipos muy distintos a los precursores.
La heteroploidia es entendida como la existencia de células, tejidos u organismos con
nameros cromosomicos diferentes a n o 2n, normal de la especie. Por lo tanto, el nimero
de cromosomas puede ser haploide, diploide, triploide, tetraploide o aneuploide (nucleos
con uno 0 mas cromosomas extras o faltantes). La heteroploidia se ha observado en
muchos hongos, la cual afecta caracteristicas como: tasa de crecimiento, tamafio de las
esporas, cantidad de ellas, color de las hifas, activad enzimatica y patogenicidad (Rivera,
2007).

4. DGGE

Las técnicas de identificacion cominmente empleadas en microorganismos consisten en
el aislamiento y purificacion de cepas presentes. Hoy en dia se pueden emplear técnicas
moleculares muy especificas para la identificacion de microbiotas de distintos nichos
ecologico, por medio de la secuenciacion de ADN de cepas puras (Ercolini, 2004). Par
esto, generalmente el ADN es amplificado por medio de la técnica conocida como
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reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (Carr y Moore, 2012). Pero también existen
otras técnicas que permiten la identificacion de poblaciones microbianas sin la necesidad
de aislar y purificar las cepas, una de estas técnicas es la electroforesis en geles de
gradientes desnaturalizantes (DGGE) la cual separa los productos amplificados por PCR,
baséndose en las diferencias de su secuencia (Ercolini, 2004). Cada banda representa
tedricamente un diferente microorganismo presente en un nicho ecoldgico, una vez
obtenidas estas bandas, pueden ser retiradas del gel de poliacrilamida, re-amplificadas
nuevamente y secuenciadas para identificar los organismos presentes en una muestra
(Muyzer y Smalla, 1998).

4. 1. Definicion y origen de la técnica.
La DGGE (del inglés: “Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”) es un tipo de
electroforesis que permite la separacion de fragmentos de ADN del mismo tamafio pero
con diferente secuencia de nucleétidos. Para ello, un gradiente lineal creciente de agentes
quimicos desnaturalizantes del ADN (una mezcla de urea y formamida) se incorpora a lo
largo de un gel de poliacrilamida. Durante la electroforesis, se mantiene una temperatura
constante de 50-65 °C y los fragmentos de ADN de doble cadena migran por el gel hasta
encontrar una determinada concentracion de urea y formamida (concentracion
desnaturalizante) a la cual las cadenas se separan localmente y el desplazamiento de las
moléculas disminuye o se interrumpe. La concentracion desnaturalizante a la cual las
cadenas se separan depende de la secuencia de nucle6tidos, es decir, del contenido de
dobles o triples puentes de hidrogeno dependiendo de si son pares de bases adenina-timina
0 citosina-guanina (Myers et al. 1987). Asi, fragmentos de ADN con secuencias
nucleotidicas diferentes tendran diferentes posiciones en el gel. La técnica fue disefiada
por Fischer y Lerman (1983), inicialmente para detectar mutaciones puntuales ya que se
pueden separar fragmentos de ADN cuyas secuencias de nucleotidos difieren en una sola
base nitrogenada (Muyzer y Smalla 1998). Posteriormente, a partir de los trabajos
propuestos por Muyzer et al. (1993), los ec6logos microbianos adoptaron la técnica para
el andlisis de la estructura y dindmica de comunidades microbianas complejas. Asi, en la
actualidad, la DGGE tiene en la Ecologia Microbiana su principal campo de aplicacion.
Hasta septiembre de 2010, existen clasificados en el sistema bibliografico PubMed 2,818
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publicaciones cientificas internacionales con revision de pares, que mencionan la
utilizacion de la técnica DGGE (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/, consultado en
octubre de 2010).

4. 2. Fundamentos tedricos.
El fundamento tedrico de la DGGE radica en las propiedades fisicoquimicas de la
molécula de ADN. Dicha molécula contiene dominios con temperaturas de fusion (Tm)
caracteristicas, de manera que cuando se alcanza una determinada temperatura (o0
concentracion de un agente quimico desnaturalizante), la molécula se desnaturaliza total
o parcialmente, es decir, se separan las cadenas del ADN al romperse los puentes de
hidrogeno que las mantienen unidas. Las temperatura de fusion de esos dominios depende
de variaciones en sus secuencias de nucleétidos y, en general, los fragmentos de ADN
ricos en guanina-citosina son mas estables y s6lo se desnaturalizan en cadenas sencillas
una vez que alcanzan altas temperaturas o concentraciones de un agente quimico
desnaturalizante. EI ambiente desnaturalizante en la DGGE es asegurado a partir de las
siguientes dos condiciones: 1) Sometiendo a las moléculas de ADN a una temperatura
constante dentro del rango de 50-65 °C. Esta temperatura fue elegida empiricamente para
exceder la Tm de un fragmento de ADN rico en adenina-timina en ausencia de agentes
quimicos desnaturalizantes (Muyzer y Smalla 1998). 2) La presencia de urea y formamida
que desnaturalizan el ADN al formar puentes de hidrégeno con las bases nitrogenadas

impidiendo el apareamiento normal de estas.
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Figura 2. Desnaturalizacion de la molécula de ADN con urea y formamida. La urea y la formamida
interactuan directamente con las bases nitrogenadas, compitiendo con la formacion de puentes de hidrogeno
entre bases complementarias, con lo que impiden un apareamiento correcto entre ellas a temperaturas a las
que normalmente estarian apareadas.
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4. 3. Aspectos técnicos.
En la préctica, la DGGE consta de varias etapas experimentales cuyo resultado final es la
obtencion de un patron de bandas que representa la huella molecular de la muestra
analizada. De forma esquematica, el primer paso consiste en la extraccion de ADN
gendmico a partir de la muestra a analizar. En una segunda etapa experimental, este ADN
se utiliza como molde para la amplificacion por PCR de un fragmento concreto de ADN.
Asi, se obtiene una mezcla de fragmentos de ADN representativos de todos los alelos
presentes en la muestra, o bien, de todas las especies de microorganismos presentes,
cuando se trata del analisis de comunidades microbianas. Todos estos fragmentos tienen
el mismo tamafio, pero diferente secuencia de nucleétidos, por lo que seran separados en
una DGGE, originando un patron de bandas caracteristico. Las bandas pueden ser

identificadas mediante purificacion de las mismas y secuenciacion.
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Figura 3. Patrones de bandas generados por la DGGE de 40% al 60% gel del 6%, 50V 58°C  18Hrs.
Huella molecular obtenida por DGGE a partir del analisis cepas de hongos conocidas e identificadas
molecularmente para la creacion de un marcador de referencia, para el estudio de la estructura de
comunidades microbianas del CMA. Fotografia tomada de BioRad 1999.
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4. 4. Introduccion de la grapa GC.
Ya que en un gel con gradiente desnaturalizante la resolucién dptima se consigue cuando
las moléculas de ADN no se desnaturalizan por completo, la amplificacion por PCR de
los fragmentos a analizar por DGGE requiere del uso de iniciadores modificados con la
llamada “grapa GC”, que evita que las cadenas de ADN se separen por completo. Esta
grapa es una secuencia de 30-50 pares de bases de guanina-citosina, que se afiade al
extremo 5 de uno de los iniciadores, coamplificandose con el segmento de ADN a

analizar (Myers et al. 1987).

4. 5. Optimizacion de condiciones durante la electroforesis.

Las propiedades de desnaturalizaciéon de los fragmentos de ADN que se someteran a
andlisis por DGGE se deben determinar previamente, para optimizar el gradiente
desnaturalizante y la duracion de la electroforesis, de manera que los fragmentos se
separen correctamente. Estas propiedades se pueden determinar experimentalmente
mediante  “geles perpendiculares” , en los que el gradiente desnaturalizante es
perpendicular a la direccion de la electroforesis, a diferencia de lo que ocurre en la DGGE
convencional, en la que el gradiente desnaturalizante es paralelo a la direccion de la
electroforesis.

En la DGGE perpendicular, existe un solo carril en el que se cargan todos los fragmentos
de ADN a analizar. Finalizada la electroforesis, se obtiene una curva con forma sigmoidea,
en la que a baja concentracion de desnaturalizante los fragmentos migran como ADN de
doble cadena, mientras que a concentraciones altas migran como cadenas sencillas. Las
condiciones Utiles son las intermedias, en las que las moléculas se desnaturalizan
parcialmente (Muyzer y Smalla 1998). El tiempo 6ptimo se determina mediante
electroforesis con gradientes paralelos y es el que permite la maxima resolucion entre los
fragmentos de ADN (Muyzer y Smalla 1998).



Figura. 4. Electroforesis perpendicular en gel de gradientes desnaturalizantes (DGGE) de 0 al 100%.
Perpendicular a la direccion de la electroforesis.
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Abstract

Symptoms of Tar Spot Complex (TSC) in corn appear in the form of black spots
surrounded by a chlorotic halo known as fish-eye. The crop with these symptoms
was found at San Pablo Autopan, Estado de Mexico. The stromal region of foliar
lesions was cut longitudinally, showing perithecia, asci and ascospores typical of
Phyllachora maydis. The results were confirmed by PCR-ITS with ITS 1 and ITS4
initiators, cloned by pJET, before being sequenced and compared against NCBI’s
data base. Phyllachora identity was confirmed. This is the first report where TSC
pathogen has been detected under conditions that had not been previously reported,
for instance, at 2600 meters above the sea level.
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Phyllachora maydis, Tar Spot Complex, ITS
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1. Introduction

Corn ranks first as the cereal with higher yield per hectare, and ranks second in total
production, after wheat. Corn has great economic importance worldwide as food source,
feed and raw material for industrial products. Corn adapted faster to moderate climate
regions, which represent 40% of the planted surface area, and 60% of global production.
Average yield at moderate climate conditions is significantly higher than in tropical areas.
Diversity of the environments, where corn is grown, is greater than for any other crop.
However, the growing season of corn cropped in moderate climate regions is longer than
in tropical regions, and the relative daily yield of tropical corn is similar to the yields
obtained from corn grown in moderate climate. There are few exceptions, in which
tropical corn productivity can be compared with the yields obtained in moderate climate;
such as corn grown in winter time at tropical regions. Corn grown in tropical environments
is subject to the attack of large numbers of pathogens, leading to major economic losses.
Paliwal et al. [1] have reported 130 tropical corn diseases, compared to 85 diseases that
affect corn grown in moderate climate.

In Mexico, corn’s tar spot is considered a major disease in tropical regions due to its
impact on yield. Foliarblight can appear in less than eight days, by the coalescence of
fungal lesions and toxin production. Some additionalfactors promoting this disease are:
high environmental humidity; 10 to 20 cloudy days in a month; highrates of nitrogen
fertilization; two corn crops a year; susceptible genotypes; low luminosity; highly
vulnerable host’s age and virulence of involved pathogens [2].

Tar spot is caused by the interaction of Phyllachora maydis and Monographella maydis.
Furthermore, Coniothyrium phyllachorae, a parasitic microorganism, associated to P.

maydis, M. maydis and responsible for the “fish-eye” condition linked to the necrotic spot
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at the center of the lesions has also been found. This complex was first described for
Mexican corn in 1904; however it has also been found in Bolivia, Colombia, Costa
Rica,Dominican Republic, Guatemala, Panama, Peru, Puerto Rico and Venezuela. Tar
spot has also been reported in Ecuador, El Salvador and Haiti [3]. Sampling procedures
conducted in 1985 and 1988 in Mexico revealed high incidence and severe corn damage
in Jalisco, Michoacan, Hidalgo, Veracruz, Oaxaca and Chiapas, which affected almost
500,000 corn hectares, causing losses of up to 50%, since the crops were infected before
blooming [2]. From 2001 to 2005, about 40% of the 3100 corn hectares established at
Mochitlan Valley, Guerrero were affected by the disease, leading to severe grain yield
losses. In 2005, 600 ha were reported totally lost at Tixtla municipality, Guerrero; and by
2007, the disease had already impacted more than 10 municipalities at Guerrero (Gonzéalez
et al., 2008). Tar spot causing agents have been detected at Mochitlan Valley and other
municipalities of Guerrero state, Mexico, including: Phyllachora maydis Maubl,
Monographella maydis Miller & Samuels and Coniothyrium phyllachorae Maubl, where
the disease caused losses of 55.1% in 81 hybrids and 25 open- pollinated corn cultivars
that were sampled [4].

Due to the problems caused by the disease, as well as the presence of the related disease
complex in Mexico’s subtropical region, the goal was to: report for the first time the
presence of tar spot in corn grown at San Pablo Autopan, Toluca, Estado de Mexico,

located at more than 2660 meters over the sea level with sub-humid moderate climate and

mean annual temperature of 13.7°C.
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2. Methods and Materials
2.1. Plant Material Collection

50 samples corn leaves from San Pablo Autopan, Estado de Mexico were collected in

2014 fall-winter cop season, at 19°38'9.41" latitude and 99°42'9.82" longitude. The

samples were collected ten days after the first symptoms appeared, focusing on plants
showing dark stromal lesions with smooth and glossy aspect, oval or circular shape and
0.5 to 2.0 mm in diameter [4] (Figure 1). The leaves were dried and pressed at ambient
temperature inside paper bags, to preserve them for testing. The level of damage and
severity of fungi associated to TSC were assessed using the scale described by Ceballos

and Deutsch, 1992; Hock et al., 1992, shown in the following Table 1.

2.2. Sample Preparation

Plant material was washed with 5% sodium hypochlorite solution and 2 drops of tween
per every 100 mL of water. The material was left standing for 5 minutes before being
introduced in a Vortex for one minute. The washing solution was discarded and the
washing procedure with hypochlorite solution was repeated three times. The material was
rinsed with sterile water before decanting. As a control check, 100 pL of the last rinsing
water was plated and incubated for 12 to 18 hours. Finally, the tissue was dried in a laminar

flow hood, using absorbent sterile paper.
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Figure 1. Corn leaf sample with Phyllachora and fish-eye symptoms.

Table 1. Severity scale of tar spot complex in corn (Ceballos and Deutsch, 1992; Hock
etal., 1992).

Clasef P. maydis M. Maydis
(% de &rea foliar enferma)

(No. de lesiones)

0 0-09 0-09

1 1-100 1.0-8.0
2 101 - 400 8.1-16.0
3 401 — 1000 16.1-24
4 1001 - 2700 24.1-32.0
5 2701 — 4000 32.1-40.0

TEach class is represented in one third of every leaf’s length, in the center.

2.3. Morphological Identification of Phyllachora Genus
Stromal lesions were cut and scrapped, slicing them at the stereoscopic microscope’s slide,
before adding one drop of blue catophenol, in order to observe them at the compound

microscope under10, 40 and 100x fields.
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2.4. Genomic DNA

The genomic material for amplification was obtained following DNA’s extraction
protocol proposed by Wai Kwong Ma [5], using Griffiths et al. [6], Kowalchuk et al. [7],
and Schwarzott and Schussler [8] methods. Stromal lesions were scrapped and 100 pL of
sodium hypochlorite solution at 1% (p/v) were added, before stirring inside the VVortex at
maximum speed, two times for 30 seconds, followed by centrifugation at 600 rpm/3 min.
The liquid was extracted and washed with 100 pL of TE buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0,
1 mM ethylenediamine-tetra-acetic acid [EDTA]), centrifuging again at 600 rpm/3min
and repeating the washing cycle with sodium hypochlorite solution. TE excess was
eliminated. Three crushing/liquid-nitrogen chilling/thawing cycles were performed on the
lesions and the material was suspended in 60 uL of TE. An equal volume of phenol was
added:chloroform:isoamyl alcohol (24:24:1) before stirring in a Vortex unit for 30 s two
times, at maximum speed. The material was centrifuged for 3 min at 3000 xg. The aqueous
phase was extracted and the samples were kept on ice. An equal volume of TE was added
to the tube with phenol and the aqueous phase: chloroform: isoamyl alcohol, and the
extraction procedure was repeated to increase the yield. In order to eliminate phenol from
the aqueous phase, an equal volume of chloroform was added:isoamyl alcohol (24:1) and
the tube was placed up-side-down for 10 s, before centrifuging for 3 min at 3000 xg. The
aqueous phase was introduced again in a new tube with two volumes of the solution at
30% (p/v), polyethylene glycol at 4000 and 1.6 M NaCl. The material was incubated at
ambient temperature during two hours to precipitate the DNA. Precipitated DNA was

centrifuged at 14,000 xg for 10 min to achieve sedimentation. The supernatant was

eliminated and the sediments were washed with 100 uL ethanol at —20°C al 70% (v/v).
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Ethanol was decanted and the resulting tablet was left to dry for 10 min. Lastly the tablet
was suspended in 30 pL of distilled, sterile, deionized water. The DNA was quantified

and submitted to observation in agarose gel at 1%.

2.5. Amplification by ITSs (PCR)
Genomic DNA was amplified through ITS1 and ITS4 internal transcribed regions between
ribosomal genes (rDNA) 18S-5.8S and 5.8S-28S, using oligo pairsITS1 (KIO Fw 5’-

TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA-3’), andITS4 (KIO Rv 5’-

TCCTCCGCTTWTTGWTWTGC-3"). Each sample contained Buffer 10x + MgCI2 2.5

ML; ANTP’'s 10 mM 1 pL; ITS1 a2 10 uM, 1 pL; ITS4 10 uM, 1 uL; Taq polymerase

1U 0.2 pL. Problematic DNA was adjusted at 40 ng/pL, 1.5 yL; and 17.8 pL of ultra-

pure sterile water was added to adjust the final volume at 25 pyL. The conditions of the

PCR reaction were: 1 cycle of initial denaturation at 95°C for 3 minute; 35 cycles of

denaturation at 95°C for 15 seconds; 35 cycles of aligning at 48°C for 15 seconds; 35

cycles of extension at 72°C for 45 seconds and 1 cycle of final extension at72°C for 7

min. The positive check included full DNA of <fungi isolated from strawberry plants
(Fragaria x ananassa). The amplification was observed in agarose gel at 1% through

electrophoresis at 60 V, Figure 2.
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2.6. Cloning

Cloning had four stages: binding, transformation, extraction of plasmid DNA and
digestion. In the first stage the PCR product was introduced in a vector like Pjet 1.2. Later,
the component cells were transformed through thermal shock. Amplified PCR products
were bound to pJET 1.2 vector (Thermo Scientific). In compliance with the
manufacturer’s instructions, we continued transforming Escherichia coli DH5a competent

cells. The transformed cells were plated in LB agar with Carbenicillin (100 mg/L), using

three plating dilutions at 50, 100 and 250 pL that were incubated from 13 to 16 h, at 37°

C. After the incubation time, 10 colonies from the plate with large, white isolated colonies

were selected at random. An inoculation loop was introduced to those colonies,
maintaining a backup sample in a plate with LB and antibiotic; while the colonies were

cultured all night, in a tube with LB liquid medium, supplemented by Carbenicillin (100

mg/L) at 37°C. Plasmid DNA was extracted from the bacterial growth. Lastly, Plasmid

DNA was digested, using Bgl 1l enzyme, according to the manufacturer’s protocol. The
digestion process in agarose gel at 1% was observed in Figure 3, in order to confirm the

presence of positive clones, before sending the material to be sequenced.

3. Results and Discussions

3.1. Morphological Identification

At San Pablo Autopan in Toluca, Estado de Mexico, 85% of corn plants presented Tar
Spot Complex symptoms, which appeared between 40 and 50 days after planting under

field conditions. Table 1 shows sampled plants
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Figure 2. Agarose gel at 1%. The first lane has been marked with the molecular weight,
followed by the samples, as well as the positive and negative control checks.
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Figure 3. Electrophoresis of agarose gel at 1% in order to observe the selected colonies
and their digestion of plasmid DNA.
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that were classified according to the severity scale as Class 2 plants, with 40% of Foliar
Diseased Area (FDA). The plants showed tar spot symptoms caused by Phyllachora
maydis in the initial stage, including: dark risen stromal lesions of smooth and glossy
aspect, circular or oval shape and 0.5 to 2.0 mm in diameter, forming striations of up to
10 mm in length. The most recent study in 2009 reported losses of 55.1% in hybrid

materials; whereas non-official reports have reported 100% crop losses [4]. Asci are

cylindrical, with short elongated pedicels (180 — 100 x 8.10 p), and eight more-or-less

ellipsoidal hyaline ascospores without septa, arranged in mono-serial positions, measuring

in average 10.5 x 6 u [9], as it’s shown in Figure 2. TSC is induced by pathogen

Phyllachora maydis Maubl. However, at least other two organisms can be found at TSC
lesions: Monographella maydis Muller & Samuels, and Coniothyrium phyllachorae
Maubl. M. maydis is commonly found at the surface of corn leaves, without any apparent
reaction of corn plants. M. maydis produces necrotic, elliptical brownish-gray halos
around Phyllachora maydis lesions. Currently, the effect of C. phyllachorae is not
completely known, but it seems to be hyperparasitic of P. maydis. However, C.
phyllachorae is not frequently found in TSC lesions, like the other two organisms [10]

(Figure 4).

3.2. Molecular Identification
The sequences of EMT (Estado de Mexico, Toluca) sample clones showed the presence
of Phyllachorales sp, with access key KM108581.1, proving 87% identity and confirming

the results of morphological identification. Hock et al. [2] established that the optimal
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conditions for the development of tar spot symptoms are the following: 17°C - 22°C mean

average monthly temperatures, with at least 7 hours of foliar moisture every night and
relative humidity > 75%; or 10 to 20 foggy days a month; or minimum monthly rainfall
of 150 mm, and between 1800 to 1900 hours of sunlight a year. In addition, CIMMY'T has
stated that TSC is commonly found in moderately cool and humid mountain regions, both
tropical and subtropical, at 1300 - 2300 meters above the sea level [11]. These were TSC’s
thriving conditions that had been documented until now. This research work is the first
one in recording the presence of fish-eye symptoms, as well as the first report in
confirming at morphological and molecular levels the presence of Phyllachora maydis

under a different set of conditions; as demonstrated by the samples from San Pablo

Autopan, Estado de Mexico, located at 19°21'26"N 99°39'27"0 and 2609 meters above

the sea level. This climate has been classified as moderate sub-humid, with average annual

temperature of 13.7°C; and mean annual rainfall ranging from 1000 to 12,000 mm.

4. Conclusion
The characteristic symptoms of tar spot complex are caused by a consortium of fungi that
act together to spread the disease, of which the main role is played. Phyllachora maydis

acts mainly in subtropical climates with
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Figure 4. Incisions on TSC lesions. (a) Perithecia; (b) Perithecia with asci and ascospores;
(c) Phyllachora maydis asospores; (d) Phyllachora maydis ascospores under 100x.

ideal propagation conditions ranging from temperature range of 17°C - 22°C, to mean RH

> 75% and >7 h of leaf wetness per night [12]. This symptom was identified for the first
time in corn samples from San Pablo Autopan, Estado de Mexico. The identity of
Phyllachora maydis was confirmed at morphological and molecular levels, stressing the
pathogen’s adaptation to different conditions compared with the conditions previously

reported until now.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue identificar hongos fitopatdgenos asociados con tizones foliares o
mancha de asfalto en maiz, en dos estados de la republica mexicana; Villaflores, Chiapas;
Buenavista, Chilpancingo y Chichihualco, Guerrero. Se realizaron muestreos dirigidos de hojas
con sintomas de la enfermedad. La identificacién preliminar de los patdgenos asociados con los
sintomas, se realiz6 mediante caracteristicas morfoldgicas con ayudad de claves dicotémicas y
se corrobor6 mediante la amplificacion de los espacios internos de transcripcion (ITS)
secuenciados y analizados en la base de datos del NCBI. En ambos estados y en las tres
localidades se encontré a Phyllachora maydis, y Fusarium sp. Como primer reporte de la
asociacion a este sindrome fue Curvularia lunata, para Villaflores, Chiapas; en esta localidad
también se identificaron: Puccinia polysora y Alternaria sp.. El analisis morfologico de los hongos

asociados a la enfermedad mancha de asfalto en Chilpancingoy Chichihualco, Guerrero, ademas
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de los organismos mencionados, se identifico a Trichothecium sp. registrado como el primer
reporte asociado con la enfermedad en ambos estados. La importancia de la enfermedad mancha
de asfalto en zonas semitropicales del pais es alta, donde las condiciones climaticas favorecen su
aparicion; en condiciones de severidad alta los cultivos pueden atizonarse por completo en un

periodo de ocho dias y provocar pérdidas econémicas considerables.

INTRODUCCION

El maiz es considerado uno de los cultivos mas importantes en México, en el ambito social
y econdémico nacional, siendo los estados de Chiapas, Guerrero, Jalisco y Campeche los
que concentran mas del 30 % de la produccion nacional (SIAP, INIFAP y SAGARPA
2010). En la region subtropical que comprende los estados arriba mencionados, las
principales enfermedades que causan dafios de importancia econémica son de origen
fungoso, en donde se ha reportado en los Gltimos cinco afios al complejo mancha de asfalto
(CMA). Los problemas generando en los cultivos debidos a la variabilidad y el cambio
climéatico aumenta el estrés bidtico y abidtico, (Shiferaw et. al., 2011) y en consecuencia
se ven afectados por plagas y enfermedades, principalmente causadas por hongos, virus y
bacterias. Entre otros dos de los factores como la humedad y temperatura favorecen el
desarrollo de tizones foliares, como sucede con la mancha de asfalto, que ocurre con
mayor severidad en areas con alta humedad relativa, localizadas entre 1300 y 2300 msnm
(Hock et al., 1989). La mancha de asfalto del maiz toma relevancia en el trépico de México
por su impacto en el rendimiento del cultivo; el follaje puede ser atizonado en menos de
ocho dias, debido a coalescencia de lesiones inducidas por los distintos hongos y atribuido

a la produccion de una toxina. Factores adicionales que favorecen la enfermedad son: alta
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humedad en el ambiente (10 a 20 dias nublados en el mes), niveles altos de fertilizacién
nitrogenada, dos ciclos de maiz por afio, genotipos susceptibles, baja luminosidad, edad
de alta vulnerabilidad del hospedante y, virulencia de los patogenos involucrados (Hock

etal., 1989).

La mancha de asfalto (Tar spot) es causada por la interaccion de Phyllachora maydis y
Monographella maydis. Asi mismo Coniothyrium phyllachorae, un micoparasito que se
encuentra asociado a P. maydis, que siempre aparece por primera vez causando la mancha
de asfalto. M. maydis es responsable del dafio "ojo de pez", este se asocia con la mancha
necrotica en el centro de la lesion. Este complejo fue descrito por primera vez en 1904 en
el maiz mexicano. Este se ha encontrado en Bolivia, Colombia, Costa Rica, Republica
Dominicana, Guatemala, Panama, Per(, Puerto Rico y Venezuela. También se sabe que
se ha presentado en el Ecuador, El Salvador y Haiti (Hock J. et al., 1992). Entre 1985 y
1988 muestreos realizados en México, revelaron alta incidencia y severos dafios al maiz
en Jalisco, Michoacan, Hidalgo, Veracruz, Oaxaca y Chiapas, que afectaron
aproximadamente 500,000 ha del cultivo y provocaron pérdidas hasta de 50 % en
infecciones previas a la floracion (Hock et al., 1989). De 2001 a 2005, aproximadamente
40 % de 3,100 ha de maiz establecidas en el valle de Mochitlan, Guerrero, fueron afectadas
por la enfermedad con pérdidas severas en el rendimiento de grano; en 2005, se reportd
pérdida total en 600 ha en el municipio de Tixtla, Guerrero, y para 2007, la enfermedad

se presentd en mas de 10 municipios de Guerrero (Gonzélez et al., 2008).

El CMA, se ha convertido en una limitante en diversas zonas productoras de maiz no solo
en México, también en paises como Guatemala, Nicaragua y Brasil, quien es el tercer

productor de maiz a nivel mundial. Por tal motivo considerando la importancia que ha
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tomado la enfermedad en la zona productora de Chiapas, Guerrero, Jalisco, Veracruz y

Campeche (INTA, 2013; SAGARPA-SIAP, 2010).

MATERIALES Y METODOS

MUESTREO

Se obtuvieron 150 muestras por localidad de los estados; de Chiapas en el Municipio de
Villaflores, en el ciclo otofio—invierno 2013, el estado de Guerrero, de las localidades de
Buenavista, municipio de Chilapancingo y Chichihualco, Chichihualco, en el ciclo otofio
invierno del 2014. La recoleccion fue realizada, de cuatro a diez dias después de la
aparicion de los primeros sintomas en la planta. EI muestreo se llevo acabo en forma
dirigida en plantas que presentaran lesiones caracteristicas del CMA, elevadas oscuras,
estromaticas de aspecto liso y brillante, de forma oval a circular, con 0.5 a 2.0 mm de
diametro (Parbery, 1967; Hamlin, 1999; Pereyda-Hernandez, et.al., 2009). Las muestras

se conservaron en bolsas de papel, se prensaron y secaron para ser procesadas.

DESINFECCION

Se coloco el material vegetal en cortes de medio centimetro cuadrado y para las camaras
humedas cortes de 1cm por 3.5 cmy se colocaron en tubos Falcon de 50 mL y se agregd
20 mL de una solucién estéril de hipoclorito de sodio al 5% en agua-tween con 2 gotas
de tween por cada 100 mL de agua. Esta se llevo a vortex durante un minuto, se desecho

el liquido, repitiendo el proceso en tres ocaciones. Aplicando un ultimo lavado con agua
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esteril y se decanto el liquido. Finalmente se seco el tejido en campana de flujo laminar

de 2 a 5 horas, en papel absorvente estériles.

AISLAMIENTO

Se procesaron 50 muestras por cada localidad; Villaflores del estado de Chiapas,
Buenavista y Chichihualco del estado de Guerrero. Colocando muestras de medio
centimetro cuadrado previamente desinfectadas, en medio de cultivo SNA, Agar Agua
lavado, V8 y PDA, se incub6 a 25 °C con un fotoperiodo de 18 horas luz, monitoreando
cada 24 h. Realizando montajes de los hongos desarrollados en lacto fenol y agua-Tween.
La caracterizacion morfoldgica se realizd en base a la correlacion con las claves
dicotdmicas para generos imperfectos (Barnett & Barry 1972, Leslie, J.F. and Summerell,
B.A. 2006). Simultaneo a esto se colocaron igual nimero de muestras, cortes de tejido
de 1 cm por 3.5 cm en cdmaras humedas, para inducir la esporulacion en tejido foliar
enfermo, y asi poder aislar los patdgenos presentes. Utilizando cajas Petri, sanitas, y
agua destilada estéril. Las muestras se incubaron de 7 a 14 dias a temperatura ambiente,
realizando evaluaciones cada 24h, con un fotoperiodo de 18 horas. Se monitoreo su
crecimiento y desarrollo de esctructuras fungicas en la muestra. Al presentarse
estructuras de reproduccion de los hongos en el tejido o desarrollo miceliar, se obtuvieron
muestras y se realizaron aislamientos por transferencia directa de conidios en medio de
cultivo PDA, para posterior mente purificar y observar en Agar Agua, PDA, PDA +

Gentamicina (100pg/ml) , SNA 'y V8.
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IDENTIFICACION DEL GENERO Phyllachora

Para la identificacion en el caso del género Phyllachora, en muestra previamente de
desinfectadas, se realizaron cortes directos de las lesiones (Pereyda-Hernandez, et.al.,
2009), para buscar la ascas caracteristicas del género. Se cortaron y rasparon las lesiones
estromaticas de Phyllachora y se colocaron en un portaobjetos con una gota de agua
estéril. Se macer6 finamente el material con navaja Gillette®, en caso de requerirse se
aplanan con un cubreobjetos. Se agregaron de una a tres gotas de agua estéril para re
suspender y recuperar el material macerado. Del material recuperado se coloc6 una gota
en una caja Petri con agar agua en un extremo de la caja, y se corrio al lado opuesto, para
dejarla secar abierta en campana de flujo laminar encendida de 30 a 60 min. Para observar
las ascas y ascosporas se coloco un microscopio desinfectado, dentro de la campana de
flujo laminar. En caso de observarse las ascas muy juntas, se extendid agregando de una
a dos gotas de agua estéril y con ayuda de una varilla de vidrio estéril, para dejarla secar
nuevamente por 15 minutos. Localizando las ascas y ascospora aisladas bajo el
microscopio y se cortd la fraccion del medio que las contuvo para transferirlas a una nueva
caja Petri y se coloco con la ascospora hacia abajo poniendo en contacto con el medio
nuevo utilizando Agar Agua y V8. Se incubo a 25 °C y 18 horas luz y se monitoreo su

crecimiento.

EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN se llevo acabo por medio del método de Doyle y Doyle (1990),

modificado por Vazquez con dodecil sulfato de sodio (SDS; Promega Inc). Mediante el
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raspado de micelio de cada uno de los aislados en PDA, SNA o Agar Agua, o en el caso
de Phyllachora directo con el material vegetal de las lesiones. Se macer6 0,2 g de los
micelios con un macerador plastico, adicionando 500uL de tampdn de extraccion (Tris-
HCI, pH 8,0 100 mM, EDTA pH 8,5 50 mM, NaCl 50 mM y SDS 2%). El macerado se
colocé en el vortex durante 30 segundos para posteriormente tener un tiempo de reposo
de 15 min en hielo; transcurrido el tiempo se adiciono 500uL de alcohol cloroformo
isoamilico 24: 1, nuevamente se agitd en el vortex, para centrifugar enseguida a 12,000
rpm durante 15 min; se recuper6 el sobrenadante en un nuevo eppendorf para afiadir igual
volumen de isopropanol. La mezcla reposé en hielo durante 15 min, al finalizar fue
centrifugada a 12,000 rpm durante 10 min. Se descarta el sobrenadante, para recuperar la
pastilla y se deja el tubo inclinado sobre sanitas estériles y en campana de flujo laminar
hasta perder casi por completo el liquido. Finalmente se adicionaron 50uL de agua
desionizada estéril. La concentracion y cuantificacion del ADN extraido Se llevé a cabo
por medio de dilucién (198uL aguay 2 uL ADN) en un espectrofotometro y su integridad

se confirmo por electroforesis en gel de 1% de agarosa a 90V durante 90 min.

PCR-ITS’s

Se amplificé mediante el método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) las
regiones internas transcritas ITS1 e ITS4 entre los genes ribosomales (rDNA) 18S-5.8S y
5.85-28S  utilizando el par de iniciadores de  secuencia  ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG)/ ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) se coloco en
cada muestra; ITS1 a 10uM, 0.5 pL; ITS4 10uM, 0.5 pL; Taq -&Go a 5X, 5.0 uL; DNA

problema ajustado a 100 ng/uL, 2 uL; y de 17uL de agua ultrapura estéril para ajustar un
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volumen final de 25ul. Las condiciones de la reaccion de PCR fueron: 1 ciclo de
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 30 segundos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C
por 30 segundos, 30 ciclos de alineamiento a 60 °C por 1 min, 30 ciclos de extension a 68
°C por 1 miny 1 ciclo de extension final a 68 °C por 5 min. La amplificacién se visualizd
en un gel de agarosa al 1% mediante electroforesis a 60V. Elucion del Gel: del producto
de PCR se cortaron y eluyeron la bandas con el kit de purificacion de bandas de In vitro

gen (QuickClean Il Gel Extraction Kit).

SECUENCIACION Y BLAST

Se secuenci6 con un secuenciador automatico por servicio de Macrogen Service Center.
Los pares de base obtenidos se compararon con las secuencias reportadas en la base de
datos del banco de genes del NCBI (National Center for Biotechnology Information,

www.ncbi.nih.gov) mediante el programa BLAST.

RESULTADOS Y DISCUCIONES

IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Se identificaron los géneros de Phyllachora y Fusarium sp en la muestras presentes tanto
en el Estado de Chiapas en la localidad de Buenavista, en el ciclo otofio-invierno 2013,
como del estado de Guerrero, en los municipios de Buenavista, Chilpancingo y

Chichihualco, Chichihualco, en el ciclo de otofio del 2014.
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Adicionales a estos géneros, en la Muestras del Estado de Chiapas los géneros de los
hongos identificados por medios de cultivo artificiales y camaras himedas fueron:
Curvularia lunata, Puccinia polysora, los cuales para este cultivo se han descrito como
fitopatdgenos, mientras que dentro de los sapréfitos se encontré a Alternaria sp.
(Andersen et al. 2001). Mientras que, por medio de cortes directos de las lesiones
estromaticas en hojas, con sintomatologia de mancha de asfalto, y por técnica de gota en
agar agua, se identificé la especie, Phyllachora maydi y obteniendo una germinacion 1:15

cajas, equivalente a un 6.6 por ciento. (Figura 1).
-

Figura 1. Hongos identificados en recolectas de hojas en maiz sembradas en el Estado
de Chiapas, ciclo otofio- invierno, 2013. a) Conidioforos de Curvularia sp; a.2)
Conidios de Curvularia sp; b, b.2) Conidios de Fusarium; c) Corte directo de
Phyllachora maydis ; y ¢.2) Ascosporas y ascas de Phyllachora maydis.
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Phyllachora maydis ha sido descrita como el protagonista de la enfermedad denominada
mancha de asfalto produciendo lesiones elevadas oscuras, estromaticas de aspecto liso y
brillante, de forma oval a circular, con 0.5 a 2.0 mm de didmetro y forma estrias hasta de
10 mm de longitud. Donde en el estudio mas reciente, en el 2009, reportaron pérdidas del
55.1 % en materiales hibridos, asi como en reportes no oficiales existen pérdidas del 100%
del cultivo (Parbery, 1967; Hamlin, 1999; Pereyda-Hernandez, et.al., 2009). Los ascos
son cilindricos, cortopedicelados, alargados (180-100 x 8.10u), conteniendo ocho
ascosporas, mas o menos elipsoidales, hialinas, sin septas, dispuestas en posicion

monoseriadas midiendo, en promedio 10,5 x 6 pu (Malaguti G. y Subero L. J. 1972).

Curvularia spp representa uno de los principales problemas que afectan la produccion
del cultivo de maiz (Zea mays L.), podemos citar a las enfermedades, causadas por
diferentes patdgenos, entre ellos la mancha foliar de Curvularia. Donde Garcés (2011)
menciona como el control de este patdgeno la resistencia mediante el mejoramiento
genético y utilizacion de variedades resistentes. Conidioforos cafés, principalmente
simples, teniendo conidia apical obscura, y células claras, 3 a 5 células terminales, méas o
menos fusiformes, doblada tipicamente, con una célula centran alargada; paratica o
saprofitica (Barnett and Hunter, 1972). Los conidiéforos son de color pardo, no
ramificados, erectos, a veces filiformes, con la base ligeramente mas delgada que el apice;
septadas mas intensamente hacia el apice que frecuentemente se presenta geniculado, algo
torcido, y con pequefias nudosidades. Los conidios son ovalados, cilindricos, no
sigmoides, a veces encorvados, de un color castafio claro; por lo general con tres septos

transversales, siendo la segunda célula, de tamafio mayor que las restantes, siguiéndole,
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en tamafo, la tercera célula; quedando las dos de los extremos mas pequefias e hialinas.
A veces las dos células centrales son de igual tamafio, siendo de un color algo mas oscuro
que las de las extremidades. El hilo es bien visible; asi como es evidente, en el conididforo,
la cicatriz de donde se ha desprendido el conidio. El tamafio de los conidios (de las hojas,
después de 24 horas en camara himeda) es de 19-31 u de largo X 9-13 p ancho (media:

24,2 X 11 W), (Malaguti G. y Subero L. J. 1971).

Fusarium sp, este es un hongo tipico de suelo, que en zonas célidas y humedas causa
marchitamiento de follaje (Agrios 2005; Barnett & Barry 1972). Fusarium moniliforme
son la presencia de monifialides con microconidias en forma de cadenas, segun las claves
de Nelson et al, (1983). En maiz se han reportados diferentes especies Fusarium
graminearum y F. moniliforme inducen pudriciones de mazorca y de tallo y tizén en las
plantulas (Macias y Peraza, 2008, De Leon, 1974 y Zenteno-Zevada, 1963). Ademas de
la presencia de las especies identificadas por Garcia y Martines en el 2010 de
aislamientosobtenidos de granos de maiz Fusarium oxysporum, F. subglutinans, F.
moniliforme (Sinomino F. verticillioides), F. graminearum, F. anthophilum, F. poae, F.
tricinctum, F. sporotrichioides y F. proliferatum. Aun cuando la identificacion basada en
la morfologia presenta en ocasiones un importante grado de dificultad, sobre todo para
distinguir especies cercanas, con caracteristicas fenotipicas muy similares (Unda et al.,
2011; Chandra et al., 2011).La identificacion por métodos moleculares es una opcién para
confirmar la identidad de estos hongos y resolver dudas sobre la taxonomia de los mismos
(Ochoa et al., 2012). EI hongo produce tres clases de esporas: - Microconidias: Esporas
generalmente unicelulares, sin septas, hialinas, elipsoidales a cilindricas, rectas o

curvadas; se forman sobre fialides laterales, cortas, simples o sobre conidiéforos poco
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ramificados. Las microconidias tienen 5- 12 um de largo por 2.5- 3.5 um de ancho
(Nelson, 1981). - Macroconidias: Esporas de paredes delgadas, fusiformes, largas,
moderadamente curvadas en forma de hoz, con varias células y de 3 a 5 septas
transversales, con la célula basal elongada y la célula apical atenuada; las macroconidias
tiene un tamafio de 27 a 46 um de largo por 3.0 a 4.5 um de ancho (Nelson, 1981; Leslie
and Summerell, 2006). - Clamidosporas: Esporas formadas a partir de la condensacion del
contenido de las hifas y de las conidias, de paredes gruesas. Se forman simples o en pares,
terminales 8 Revision - Fusarium oxysporum El hongo que nos falta conocer, Garceés et
al.o intercalares: poseen un tamafio de 5 a 15 um de didmetro (Nelson, 1981). Gracias a
ellas el hongo sobrevive en condiciones ambientales desfavorables y en el suelo como

saprofito de vida libre en ausencia de plantas hospedantes (Garret, 1977)

Cercospora zeae-maydis es la causa de la mancha gris de la hoja de maiz, que se ha
convertido en una de las enfermedades mas extendidas y destructivas de maiz en el
mundo. C. zeae-maydis infecta hojas través de los estomas, que se basa en la capacidad
del patdgeno para percibir los estomas y reorientar el crecimiento en consecuencia (Crous
et.al., 2006). Los conidioforos son pequefios a moderadamente grandes fasciculos (3-14),
gue emerge a través de los estomas, generalmente divergente, erguido, recto, subcilindrica
a flexuous, distintamente-geniculado sinuosa, no ramificado, 40-180 x 8.4 micras,
oscuramente (0-) 1-8 septadas, olivaceous uniformemente palido al marron medio, de
pared delgada, lisa; células conididgenas integrado, terminal, de vez en cuando
intercalado, 10-40 micras de largo, conididgenas loci conspicuamente engrosada y
oscurecida, 2-3 micras de ancho. Los conidios solitarios, ampliamente obclavate-

subcilindrica, 30-100 x 4-9 micras, 1-10 septos, hialinas, de pared delgada, lisa, apice
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obtuso, base de trunca, poco espeso y se oscurecio, 2-3 micras de ancho (en funcion del

tipo espécimen), (Kim et. al., 2011).

Puccinia polysora afecta al maiz en las regiones tropicales y subtropicales. Las
urediosporas son pequefios, circulares u ovales, de color anaranjado claro, ubicados
generalmente en el haz de las hojas y escasamente en el envés (Shurtleff, 1984; Chaves-
Medinaetal., 2007); Carmona et al., 2008). Puccinia sorghi solo ataca al maiz, aun cuando
su nombre especifico refiere confusamente a sorgo. Es un paréasito absoluto y tiene como
hospedante alternativo a diferentes especies del género Oxalis. Las ecidiosporas
procedentes de Oxalis spp. llevadas por el viento son depositadas sobre las hojas de maiz,
se inicia el proceso de infeccion y forman uredinios cuando ocurren temperaturas célidas
(16 °C - 23°°C) con una 6ptima de 17°°C y humedad relativa del 100% (Gonzélez, 20053;

Agudelo y Sarria Villa, 2007; Gonzélez et al., 2008; Carmona et al., 2008).

Alternaria (alternata) produce cadenas de 10 0 mas conidios muy ramificadas a partir de
conidioforos cortos. La ramificacion de los conidios surge de conidiéforos secundarios
desde células conidiales basales o apicales, en relacién 1:1, dando un aspecto abierto
(Andersen et al. 2001). Las cadenas aparecen en los cultivos como manojos densos y

aislados (Roberts et al. 2000).

Trichothecium sp., se encontro solamente en la muestras de las dos localidades del estado

de Guerrero, Villaflores y Chichihualco. De igual forma que en las muestras de la
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localidad de Buenavista en Chiapas, se corroboro la presencia de Fusarium sp y
Phyllachora Maydis. En la Figura 2 se observan la estructura y cuerpos fructiferos

representativos de los hongos identificados en esta etapa de la investigacion.

Figura 2. Hongos identificados en recolectas de hojas en maiz sembradas en el Estado
de Guerrero, ciclo otofio- invierno, 2014. A) Conidioforos de Trichothecium sp ; A.2)
Conidios de Trichothecium sp; B, B.2) Conidios de Fusarium; C) Corte directo de
Phyllachora maydis ; y C.1) Ascosporas y ascas de Phyllachora maydis.
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IDENTIFICACION MOLECULAR

La comparacion en el BLAST de la secuencia 141024-05_EO03 P2 _ITS1 mostr6 95 % de
identidad y el maximo score con 782 con el clon Phyllachora (clone UB06763 internal
transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed
spacer 2, complete, Genbank No. de acceso KC683439.1); la secuencia 141024-
05_GO01 B1 ITS1 mostro 100% de identidad y un maximo score de 941 con la secuencia
de Curvularia lunata ( isolate UFMGCB4427 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene,, Genbank No. de acceso
KJ404197.1); la secuencia 141024-05 O01 C2_ITS1 mostré 99% de identidad y un
méaximo score de 976 con la secuencia de Bipolaris sp. ( G03-90 internal transcribed
spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2,
complete sequence, Genbank No. de acceso JF767001.1) y la secuencia 141024-
05 E01 A3 ITS1 fue 99 % similar y el maximo score de 896 a la secuencia
NR_121315.1 de Cercospora beticola (CBS 116456 ITS region; from TYPE material).

Esto confirmo los resultados de la identificacion morfoldgica.

DESCRIPTION SEQUENCES SCORET IDENTIDAD
NCBI
Bipolaris sp. JF767001.1) 976 99%
Cercospora beticola NR_121315.1 896 99%
Curvularia lunata KJ404197.1 941 100%

Phyllachora KC683439.1 782 95%
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CONCLUSIONES

Phyllachora y Fusarium sp fueron identificados como los agentes asociados al CMA en
la muestras presentes del Estado de Chiapas y Guerrero. Simultaneamente las muestra del
estado de Chiapas se presentaron Curvularia lunata, Bipolaris sp y Cercospora beticola.
Trichothecium sp fue identificada morfologicamente para las muestras analizadas
provenientes del estado de Guerrero. Este es el primer reporte de la presencia de
Curvularia lunata asociada a la Mancha de Asfalto en el cultivo de maiz en las zona

subtropical en México.
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