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RESUMEN GENERAL

INVESTIGACION DE LA DIVERSIDAD DEL PAT,OGENO Exserohilum
turcicum, CAUSANTE DE LA ENFERMEDAD DEL TIZON NORTENO DE MAIiz
EN MEXICO. !

Exserohilum turcicum, es un ascomiceto hemibiotrofico, que causa una
enfermedad foliar grave en maiz con distribucién cosmopolita. Algunas cepas del
hongo producen una fitotoxina no especifica llamada monocerina que desarrolla
una necrosis foliar, provocando la inhibicién de la sintesis de clorofila y reduccion
del tamafio de las raices en maices susceptibles. Las razas fisiol6gicas de E.
turcicum se denominan en base a los monogenes resistentes Ht (Ht1, Ht2, Ht3,
HtN). El principal inconveniente de la resistencia monogeénica es la amenaza de
nuevas razas del patdégeno con virulencia diferente que rompan la resistencia en
la planta. Por lo que, el objetivo de la presente investigacion fue identificar la
diversidad racial del hongo E. turcicum en México para posteriormente evaluar la
toxina en maices mejorados por CIMMYT con resistencia poligénica. Los
resultados revelaron 6 razas presentes en Meéxico, siendo la raza 23 la
dominante. También se confirmé la importancia de la toxina monocerina en la
infeccién por el hongo E. turcicum, asi como la identificacion de 10 lineas
endogamicas con resistencia monogénica y poligénica para uso en los

programas de mejoramiento y estudios moleculares.

Palabras claves: Exserohilum turcicum, monocerina, razas fisioldgicas,

diferenciales, resistencia monogénica.

1 Tesis de Maestria en Ciencias, Proteccién Vegetal, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Carlos Mufioz Zavala
Director de Tesis: Santos Gerardo Leyva Mir



GENERAL ABSTRACT

RESEARCH OF THE DIVERSITY OF THE PATHOGEN Exserohilum turcicum,
CAUSING THE NORTHERN CORN BLIGHT DISEASE IN MEXICO.?

Exserohilum turcicum, is a hemibiotrophic ascomycete, which causes severe
foliar disease in corn with a cosmopolitan distribution. Some strains of the fungus
produce a non-specific phytotoxin called monocerin that develops foliar necrosis,
causing the inhibition of chlorophyll synthesis and reduction of the size of the roots
in susceptible genotypes. The physiological races of E. turcicum are referred to
base on the Ht resistant monogenes (Htl, Ht2, Ht3, HtN). The main drawback of
monogenic resistance is the threat of new strains of the pathogen with different
virulence that break the resistance in the plant. Therefore, the objective of this
research was to identify the racial diversity of E. turcicum fungus in Mexico and
subsequently evaluate the toxin in CIMMYT maize lines with polygenic resistance.
The results revealed 6 races present in Mexico, with the 23 race dominant. The
importance of monocerin toxin in E. turcicum fungal infection was also confirmed,
as well as the identification of 10 endogamous lines with monogenic and polygenic

resistance for use in breeding programs and molecular studies

Key words: Exserohilum turcicum, monocerin, physiological races, differentials,

monogenic resistance.

2 Tehsis: Plant Protection, Universidad Autonoma Chapingo.
Author: Carlos Mufioz Zavala
Advisor: Santos Gerardo Leyva Mir
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Capitulo 1: INTRODUCCION GENERAL

1.1. Fundamentos y Planteamiento de la tesis

Los estreses bidticos, como las enfermedades y los dafios causados por
insectos, siguen siendo un importante factor que limita la productividad del maiz
en México. Se estima que, en promedio, las pérdidas en el rendimiento global de
maiz causadas por enfermedades, es aproximadamente de 13% (Oerke, 2005).
En México, esto equivale a 3.47 Mt, de acuerdo con los estimados de produccion
de 26.7 Mt en 2019 (SIAP, 2020). Sin embargo, las enfermedades a nivel
individual suelen causar pérdidas mas cuantiosas en determinadas localidades,
debido a la influencia cambiante de las condiciones climaticas y las practicas de

manejo agronémico.

En México, cada afio se presenta el tizon foliar causado por el hongo Exserohilum
turcicum (antes Helminthosporium turcicum, telemorfo: Setosphaeria turcica) con
distintos grados de severidad e incidencia en los tres ambientes: Tropical,
Subtropical y Templado. En 2014, se reportaron pérdidas a causa del tizon, en
mas de 15, 000 ha de 12 municipios de la region oriental del estado de Puebla,
México (SAGARPA, 2014). En ciclos agricola recientes se ha observado el
aumento de la incidencia del tizon foliar del maiz en varios estados de México
(Orduiio-Cota et al., 2014; Félix-Gastélum et al., 2017).

E. turcicum, es un ascomiceto hemibiotréfico, que causa una enfermedad foliar
grave de maiz con distribucion cosmopolita (Hughes y Hooker, 1971). La
infeccion del tizon foliar puede ocurrir en condiciones desde los 15 — 30 °C (Levy
y Cohen, 1983). En hibridos susceptibles, el hongo destruye el follaje causando
una disminucién del rendimiento que varia del 28 al 91 % en la produccion de

este grano (Rajeshwar et al., 2013).



Las razas fisioldgicas de E. turcicum se denominan en base a los monogenes
resistentes Ht (Htl, Ht2, Ht3, HtN, Htm, HtP, HINB) (Hooker, 1963, 1977, 1981,
Gevers,1975; Robbins y Warren, 1993; Ogliari et al., 2005; Wang et al., 2012). El
principal inconveniente de la resistencia monogénica es su limitada durabilidad,
por lo que exige un mejoramiento genético continuo (Niks y Lindhout, 2004). En
1998, Borchardt et al., examinaron la estructura de la poblacién de E. turcicum
entre continentes y regiones. El grafico de escala ubicé las muestras mexicanas

en el centro, lo que significa con probabilidad el origen.

E. turcicum secreta una toxina no especifica llamada monocerina (Robeson y
Strobel, 1982). Las hojas de maiz infectadas con cepas del hongo productoras
de monocerina desarrollan una necrosis que se disemina por todo el sistema
vascular, provocando la inhibicion de la sintesis de clorofila y reduciendo el
crecimiento de raices en plantas susceptibles (Cuq et al., 1993; Bashan et al.,
1995; Zhang et al., 2007). Dong et al. (1993); Li et al. (2016) compararon
virulencia y toxicidad de E. turcicum y encontraron complicaciones en la planta
por respuesta defensiva, por lo que recomiendan determinar la reaccién a la

toxicidad in vitro.

Con base a lo anterior, en esta investigacion se estudiara la diversidad racial de
E. turcicum en México y se confirmara la importancia de la toxina monocerina en
la incidencia de la enfermedad, también se identificaran nuevas fuentes de
resistencia monogénica y poligénica en lineas endogamicas de CIMMYT. Esta
seria la primera investigacion en documentar a mas profundidad las razas de E.
turcicum en los principales estados productores de maiz en México y ofrecera
informacion de nuevas fuentes de resistencia de utilidad para los programas de

mejoramiento y estudios moleculares.



1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.3.1.

1.4.1.

1.4.2.

1.4.3.

1.2. Hipotesis

Existe una gran diversidad racial de E. turcicum en las diferentes regiones
agroecoldgicas de produccién de maiz en México.

A mayor virulencia causada por el hongo E. turcicum se presenta mayor
toxicidad de monocerina.

En CIMMYT se tienen maices con resistencia monogénica y poligénica a

E. turcicum.

1.3. Objetivo general

Estudiar la distribucion poblacional de E. turcicum en México para evaluar

la toxina monocerina de las razas fisiolégicas en maices de CIMMYT.

1.4. Objetivos especificos

Determinar la distribucion poblacional de las razas fisiol6gicas de

E. turcicum presentes en México.

Evaluar in vitro la toxina monocerina proveniente de las razas fisiologicas
de E. turcicum.

Identificar nuevas fuentes de resistencia monogénica y poligénica a

E. turcicum en maices de CIMMYT previamente evaluados en campo.



1.5. Estructurade la tesis

Esta tesis se divide en cinco capitulos como se describen a continuacion:

Capitulo 1:

Capitulo 2:

Capitulo 3:

Capitulo 4:

Capitulo 5:

Describe brevemente la problematica del hongo E. turcicum y justifica
su importancia para estudiarlo, con la finalidad de establecer las

hipotesis y los objetivos de esta tesis.

Proporciona una revision de literatura de la importancia del cultivo de
maiz y el tizén foliar causado por E. turcicum, con énfasis a las razas

fisioldgicas y su toxina monocerina.

Se estudia la diversidad racial del hongo E. turcicum causante del
tizon foliar y se determina la distribucion poblacional de las razas
fisiologicas en las diferentes regiones agroecoldgicas productoras de
maiz en México en el ciclo agricola 2019 y un historial de 2010-2019

con un total de 140 aislamientos de E. turcicum.

Se evalla in vitro la toxina monocerina secretada por el hongo E.
turcicum. Para desarrollar el protocolo, se evaluaron 11 medios de
cultivo nutritivos, se purifico la toxina con metanol al 20% y se
selecciond la raza 123N proveniente de Sinaloa del ciclo agricola
2019 para evaluar la fitotoxidad en los genotipos A619ht4
(susceptible) y CML495 (resistente).

Se describe la evaluacién de la virulencia y toxicidad de E. turcicum
en 60 lineas endogamicas con resistencia poligénica proporcionadas
por CIMMYT. Las 6 razas fisiologicas (2, 3, 23, 3N, 23N y 123N)

identificadas en el capitulo 3, se utilizaron para las evaluaciones.
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Capitulo 2: REVISION DE LITERATURA

2.1. Historiay origen del maiz

El maiz (Zea mays L.) es una especie de graminea anual que se le atribuye al
Teosintle como su descendiente directo (Llanos, 1984). Su origen es un tema aun
debatido en los paises de Mesoamérica, como México, Perl, Bolivia y
Guatemala, donde existen maices criollos nativos que aun se cultivan. La planta
de maiz ha tenido una larga historia en México, existen esculturas y ceramicas

prehispanicas de varias religiones que lo sustenta (Wellhausen, 1951).

2.2. Laimportancia del maiz en el mundo

La hibridacién en maiz a partir de los trabajos de Beal (1876) ha tenido como
principal objetivo aumentar la variabilidad genética y el vigor (Arriaga, 1987). Los
rendimientos de los maices hibridos en los E.U.A. tuvieron un alza desde 1.9
to/ha en los 1930s a 8.8 to/ha en los 1990s (Smith y Cooper, 2004). Ahora, el
mejorador cuenta con herramientas de ingenieria genética para introducir

caracteristicas mas precisa y eficiente (Levitus, 2006).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
(FAO) prevé para 2020 una produccion historica de 1,123 millones de toneladas
(Mt) en grano de maiz. Los productores méas grandes son los Estados Unidos de
América y la Republica Popular China que producen 37 y 21 % de la totalidad
mundial, respectivamente. México es el segundo importador de maiz y lo provee
de E.U.Ay Argentina (FAOSTAT, 2019).

2.3. Laproducciéon de maiz en México

En México, la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) anuncié una
produccion de 26.7 Mt de maiz para el afio agricola 2019, (SIAP, 2020). La regién
del noroeste representada por el estado de Sinaloa es el principal productor
potencial de maiz con 6.4 Mty en segundo lugar se encuentra la region occidente

encabezada por el estado de Jalisco con 3.5 Mt. El maiz blanco representa el
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86.94 % de la produccion y se destina principalmente al consumo humano. El
consumo per capita de maiz es de méas de 342 g al dia, con una aportacién del
30 % de la proteina y 40 % de la energia en la dieta de la mayoria de los
mexicanos (Atlin et al., 2011). El maiz amarillo se destina a la industria 0 a la
fabricacion de alimentos balanceados para la produccién pecuaria. Esta
produccién satisface solo el 20 % de los requerimientos nacionales (SIAP, 2017).

2.4. Factores limitantes para la produccidon potencial del
cultivo de maiz

Las estimaciones sobre pérdidas potenciales de proteccion al maiz a nivel
regional y global, por insectos son de 18 %, enfermedades de 16 % y malezas
de 34 %. El control de malezas se puede manejar de forma mecénica o quimica,
por lo tanto, la eficacia es considerablemente mayor que para insectos y
enfermedades (Oerke, 2005). Las enfermedades foliares mas importantes en
México son causadas por patégenos fungicos que causan pérdidas significativas
en la fase vegetativa y reproductiva, tales como: Tar spot complex, Exserohilum
turcicum, Cercospora spp, Puccinia spp, Sporisorium reilianum y Corn stunt
complex (Ngugi, 2013). Las pudriciones comienzan en la fase reproductiva
afectando raices, tallos y mazorcas (Ortega et al., 1980). Los agentes asociados
a la pudricién de mazorca son causados por hongos de las especies de Fusarium,
Aspergillus, Penicillium y Stenocarphella, que provocan severas pérdidas de
cosecha y afectan la comercializacion del grano, ademas de producir sustancias

toxicas naturales peligrosas para animales y humanos (Betanzos et al., 2001).

2.5. El tizdn foliar causado por Exserohilum turcicum (Leonard
& Suggs), antes Helminthosporium turcicum (Passerini),
Teleomorfo: Setosphaeria turcica (Luttrell).

El tizén nortefio del maiz fue inicialmente descrito por Passerini en Italia (1876),
como Helminthosporium turcicum. Posteriormente, con avances en conceptos

genéricos, en 1974, lo colocaron en el género Exserohilum (del latin Exsero:



reduccion y hilum: cicatriz en la célula basal del conidio donde se une al

conidiéforo). La posicion taxondmica de Exserohilum turcicum es la siguiente:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Eumicota
Subclase: Deuteromycota
Orden: Moniliales
Familia: Dematiaceae

Geénero: Exserohilum

Especie: turcicum

Los conidiéforos son individuales o en pequefios grupos, simples cilindricos, de
color verde oliva, palidos hacia el apice, geniculado, hasta 300 x 8-10 um. Los
conidios son elipsoides, rectos a levemente curvados, color palido a verdoso-
marrones, lisos, 4-9 septas, 50-144 x 18-33 pm, con un hilum de 2-3 x 2-3 um.
En la naturaleza, se pueden formar clamidosporas en algunas células de conidios
(Luttrell, 1958; Sivanesan, 1987).

El teleomorfo fue descrito por Luttrell (1958) como Trichometasphaeria turcica.
Este, fue posteriormente transferido al género Keissleriella, pero se vio que no
pertenecia a este género ya que el anamorfo de Keissleriella es Dendrophoma.
Finalmente, se colocd en Setosphaeria, con otros ascomicetos similares con
anamorfos en Exserohilum. Al igual que muchos ascomicetos fitopatdogenos, se
cree que S. turcica pasa la mayor parte de su vida como un organismo haploide,
gue se convierte en diploide en una etapa muy corta durante la recombinacién
sexual, antes de pasar por la fase de meiosis. La posicion taxondmica de

Setosphaeria turcica es la siguiente:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota



Clase: Dothideomycetes
Subclase: Pleosporomycetidae
Orden: Pleosporales
Familia: Pleosporaceae
Geénero: Setosphaeria
Especie: turcica

S. turcica produce pseudotecios de color marréon oscuro a negro, globosos a
elipsoidales de 40-56 x 12-15 ym con septas claramente visibles. Las ascas son
cilindricas con un pedicelo corto, y contienen de 1-8 ascosporas hialinas, rectas
a ligeramente curvas. Comunmente tienen 3 septas y miden 13-17 x 42-78 ym
(Bunkoed et al., 2014).

2.5.1. Epidemiologia y sintomatologia

E. turcicum, es un ascomiceto hemibiotréfico, que causa una enfermedad foliar
grave de maiz con distribuciéon cosmopolita (Hughes y Hooker, 1971). E. turcicum
utiliza una estrategia de infeccion biotréfica durante las primeras etapas de
infeccion y posiblemente después de los 8 dias de infeccion el hongo cambia a
una estrategia de infeccion necrotréfica (Human et al., 2020). La infeccién de E.
turcicum puede ocurrir en condiciones desde los 15 - 30 °C, pero la temperatura
optima para el desarrollo de apresorios es entre 20 - 25 °C (Levy y Cohen, 1983).
Después de la penetracion y formacion de los haustorios el hongo continta
invadiendo nuevos tejidos causando necrosis y el colapso del tejido. El micelio
crece a través del tejido foliar y hacia el sistema vascular, extendiéndose

sistémicamente por toda la planta (Muiru et al., 2010).

Las lesiones en desarrollo tienen caracteristica en forma de cigarro, color café
canela de 5-20 cm de longitud, que se extienden a lo largo de la hoja (Figura 1).
La infeccion, generalmente se limita al area foliar y no causa dafio directamente

a la semilla. Sin embargo, las lesiones grandes y numerosas en las hojas son
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suficientes para causar marchitez y una reduccion en el potencial fotosintético

gue reduce el rendimiento (Hughes y Hooker, 1971).

1 ooy
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Foto: C. Mufioz

Figura 1. Sintomas en hojas de maiz del tizon foliar de color café en forma de
cigarrillo causado por el hongo Exserohilum turcicum.

En condiciones naturales, E. turcicum vive y se reproduce en una fase asexual,
con un ciclo de vida relativamente simple. En regiones templadas, el hongo
sobrevive como micelio, conidios y clamidosporas en los restos de maiz
infectados. En condiciones favorables, los conidios se producen a partir de los
residuos del cultivo y se dispersan por la lluvia o el viento para infectar plantas
de maiz en la siguiente temporada de siembra. Una vez sobre la hoja, los
conidios germinan e infectan directamente a la planta. En condiciones con alta
humedad y temperatura adecuada, el hongo inicia la formacion de inoculo
secundario produciendo nuevas esporas sobre la superficie de la hoja que se
propagan por la lluvia y el viento creando un nuevo ciclo de infeccion (Figura 2).
Al final de la temporada, E. turcicum entra en un estado de latencia en residuos
del cultivo (Formento, 2010). La virulencia de E. turcicum se puede aumentar o
pueden generarse nuevas razas fisioldgicas a través de la hibridacién sexual por
S. turcica (Bunkoed et al., 2014)
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Figura 2. Ciclo de la enfermedad del tizén foliar causado por el hongo
Exserohilum turcicum y su teleomorfo Setosphaeria turcica.

2.6. Formas especiales de E. turcicum

E. turcicum puede atacar también al sorgo (Sorghum spp.), zacate Johnson
(Sorghum halepense), zacate Sudan (Sorghum x drummondii) y teocintle
(Euchlaena mexicana), pero los aislamientos de éstos hospedantes no atacan al
maiz (Donald, 2004). En el Bajio (México) se determinaron tres formas especiales
de E. turicum: S. turcica f sp. sorghi, especifica para sorgo; S. turcica f sp.

complexa, para sorgo y zacate, y S. turcica f sp. zea, s6lo para maiz (Ayala et al.,
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1994). Algunos estudios han demostrado la utilidad de la reaccién en cadena de
polimerasa (UP-PCR) para caracterizar la diversidad genética y las relaciones
filogenéticas entre las formas especiales de E. turcicum (Félix-Gastélum et al.,
2017; Tang et al., 2015).

2.7. Razas fisiolégicas

Las razas de E. turcicum en maiz, se denominan en base a los monogenes Ht
(por el nombre anterior de Helminthosporium turcicum). Leonard et al., (1989),
propusieron un sistema de nomenclatura de razas de E. turcicum designando la
raza de acuerdo con los genes de resistencia que coinciden con su virulencia,
asi, la raza 0, indica que es avirulenta en maiz con cualquiera de los genes Ht
(Ht1, Ht2, Ht3 y HtN); la raza 1, indica su virulencia a Htl, la raza 23, indica su
virulencia a Ht2 y Ht3 y la raza 123N indica su virulencia a Ht1, Ht2, Ht3 y HtN. El
sistema es facil de manejar y util para la identificacion de 16 s razas en los

diferenciales de maiz con genes Ht (Cuadro 1).

Borchardt et al. (1998), examinaron la estructura de la poblacion de E. turcicum
entre continentes y regiones. En poblaciones tropicales (México, Kenia y Sur de
China) tenian una diversidad genotipica extremadamente alta. Las poblaciones
de regiones templadas (Europa y Norte de China) mostraron menor diversidad
genotipica, fuerte desequilibrio de fase gamética y una distribucién desigual de
los tipos de apareamiento. El gréfico de escala multidimensional ubicé las
muestras mexicanas en el centro y el mayor nimero de bandas polimorficas, lo

gue significa una alta diversidad genética y probablemente el origen.
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Cuadro 1. Nomenclatura para determinar 16 razas fisioldgicas de E. turcicum
utilizando cuatro diferenciales Ht (Ht1, Ht2, Ht3 y HtN) (Leonard et al., 1989).

_ . Diferenciales Ht en genotipos de maiz
Designacion

de laraza Ausente de

Ht Monogenes de resistencia Ht
E. turcicum

ht4 Ht1 Ht2 Ht3 HtN

w N B O

12
13
1n
23
2n
3n
123
12n
13n
23n
123N S S S S

nw uo n no n no nonuonunononuonunumn
J o nun nun WXV D O O n XV OV OV 0 D
w T v nu I nu nu B”vV IV O XV OV 0 OV D
w n T u nu - nu B”V O XV UV W OV XV XD
nuw nuno n n " nu n vV nu - 0T O AO- WV VD

S = genotipo susceptible y patdgeno virulento = reaccién compatible
R = genotipo resistente y patégeno avirulento = reaccién incompatible

Biologicamente, se denomina resistencia a la capacidad que tiene un organismo
hospedante para limitar, detener, neutralizar o sobreponerse en cierto grado a la
actividad nociva de un organismo patogénico (Bos y Parlevliet, 1995; Niks et al.,
1993). Genéticamente, la resistencia esta determinada por un gen, un par o
multiples genes en un complejo de sistema poligénico (Agrios, 2005; Paliwal,
2001). Se reconocen basicamente dos tipos de resistencia verdadera: la
resistencia vertical (monogénica) y la resistencia horizontal (poligénica) (Niks y
Lindhout, 2004, Paliwal, 2001).
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2.8. Resistencia especifica a razas, cualitativa, vertical o
monogenica

La resistencia vertical, o de razas especificas, también conocida como hipétesis
de la relacion gen por gen, fue inicialmente formulada por Flor en 1956. Flor logro
obtener relaciones de segregacion en generacidn F2’s para la resistencia a la
susceptibilidad de 1:3, 1:15y 1:63, que muestra que la resistencia era dominante
y serige por 1, 2 y 3 genes, respectivamente. En este sistema, la resistencia del
fenotipo es consecuencia de la interaccidon entre los genotipos del cultivar y de
las razas interactuantes de manera que por cada gen de resistencia en el
hospedante existe un gen especifico complementario que condiciona avirulencia
en el patégeno (Diaz, 2000; Niks y Lindhout, 2004).

Para hacer mas eficiente el desarrollo de cualquier programa de mejoramiento
genético se debe tener informacién detallada de como es heredada la resistencia,
es decir, definir la naturaleza de los genes que se heredan (Renfro, 1985;
Elwinger et al., 1990). Paliwal, (2001), menciona que se han identificado fuentes
de resistencia para muchas enfermedades de importancia econémica, cuyos
genes de resistencia estan presentes dentro del genoma del maiz. Respecto a la
base genética a E. turcicum se dispone de los genes Ht que inhiben el crecimiento
y diseminacion del hongo. La fitoalexina DIMBOA es disponible con este caracter
(Ahmad et al., 2011; Miki¢ y Ahmad, 2018; Rostas, 2007).

El primer monogen de resistencia cualitativo es Htl (Hooker, 1963). Una
caracteristica de Htl es que la esporulacion es limitada en las lesiones cloréticas
(Hooker, 1963). Esto fue confirmado por el recuento de esporas en el aire encima
de campos de produccién de semillas hibridas en lllinois, E.U.A (Hooker, 1963).
Ht1l ha sido mapeado en el brazo largo del cromosoma 2 en el contenedor 2.08,

cerca de los marcadores RFLP sgcr506 y umc150B (Bentolila et al., 1991).

El gen Ht2 se encontré en la linea NN14B de Australia. Ht2 confiere un fenotipo
de resistencia muy similar a Ht1, s6lo que con mas necrosis (Zaitlin et al., 1992).
Ht2 muestra dominancia parcial (Hooker, 1977) y, para su expresion, depende
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del genotipo de la planta. Un gen dominante supresor de Ht2, llamado Shtl
(Simcox y Bennetzen, 1993) se encontro en lineas endogadmicas y ha complicado
la transferencia de Ht2 en los programas de retrocruzamiento. Ht2 se ha
mapeado en el brazo largo del cromosoma 8 en el intervalo umc48-umc89 (Welz
y Geiger, 2000; Zaitlin et al., 1992) en el contenedor 8.06 (Ding et al., 2015)

Plantas con el gen Ht3 son dificiles de distinguir de aquellas con el gen Ht2. El
gen Ht3 se identificd en la cruza de Zea mays con Tripsacum floridanum y fue
mapeado en el contenedor 7.04. Hooker (1981), demostr6 que segrega
independientemente de los genes Htl y Ht2. La virulencia a Ht2 y Ht3 se asocia
en las poblaciones de E. turcicum y parece ser heredado por el mismo gen (Welz
y Geiger, 2000).

El gen HtN, tiene origen en la raza mexicana Pepitilla (Gevers,1975). Este gen
actua de forma diferente a Htl, Ht2, Ht3 ya que retrasa el desarrollo de lesiones
hasta aproximadamente 4 semanas después de la infeccién y reduce el nimero
de lesiones (Simcox y Bennetzen, 1993; Raymundo et al., 1981; Raymundo y
Hooker 1881, 1982). HtN esta ubicado en el contenedor 8.05, (Hurni et al., 2015).

El gen recesivo ht4, se encuentra ubicado en el brazo corto del cromosoma 1,
cerca del centromero. En presencia de este gen, la planta presenta halos
cloréticos circulares de aproximadamente 1 cm de diametro y ausencia de los

genes de resistencia Ht (Carson, 1995).

Robbins y Warren, (1993) reportan el gen HtM con reaccion semejante a HtN.
Mas tarde, Ogliari et al. (2005) reportaron que un nuevo gen dominante HtP
induce resistencia a E. turcicum y los genes recesivos rt inducen virulencia al
patégeno. HtP fue mapeado en el brazo largo del cromosoma 2, en el contenedor
2.08. En 2012 Wang et al., identificaron en una linea de Indonesia el gen de

resistencia NtNB ubicado en el contenedor 8.07.
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2.9. Resistencia no especifica, cuantitativa, horizontal o
poligénica
La resistencia cuantitativa a E. turcicum es bastante comun y ha sido descrita en
muchas lineas endogamicas y cultivares. Se detecto en los 1950’s en programas
de mejoramiento en los Estados Unidos después de una serie de fuertes
epidemias de E. turcicum. En ese momento, los hibridos ganaban popularidad
rapidamente y la mayoria de los hibridos eran altamente susceptible. La
resistencia cuantitativa se caracteriza por un niamero menor de lesiones mas
pequefias y un periodo prolongado de incubacion, pero con una esporulacion
normal (Carson, 1995). El periodo de incubacion prolongado es expresado en
plantas jovenes y correlacionado con la severidad de tizon de las plantas adultas
en el campo. En contraste, con resistencia cualitativa conferida por los genes Ht,
la resistencia cuantitativa para E. turcicum es en gran medida insensible a la

variacion de la luz y condiciones de temperatura (Carson y Van, 1994).

Varios estudios de herencia genética se han realizado en la linea CML202 de
CIMMYT- Zimbabue (Asea et al., 2009) y la linea Mo17 de E.U.A. (Freymark et
al., 1994) y han sido utilizadas como fuentes de resistencia a E. turcicum (Hooda
et al., 2017). Las lineas CIMBL225, CML305, CIMBL399, CML483 y CIMBL269,
resultaron altamente resistentes a E. turcicum en un panel de 999 lineas
evaluadas en mdultiples ambientes de México, Colombia y Kenia (Ding et al.,
2015).

2.10. Toxinas

Aunque los patogenos utilizan la fuerza mecanica (apresorios) para penetrar en
los tejidos de una planta, sus funciones como fitopatdégenos son principalmente
de naturaleza quimica. Por lo tanto, los efectos que ocasionan sobre las plantas
son casi siempre el resultado de reacciones bioquimicas que se llevan a cabo
entre las sustancias que secreta el patégeno y las que contiene o produce la

planta como defensa. Estos compuestos se llaman con frecuencia fitotoxinas; sin
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embargo, este término puede ser confundido, ya que se utiliza para designar a
las toxinas originarias de plantas superiores (Agrios, 2005).

Las toxinas son metabolitos producidos (secretados) por patdgenos, la mayoria
de los cuales son compuestos de bajo peso molecular que causan cambios
histoldgicos vy fisiologicos en el hospedante. Las toxinas pueden ser la causa
primaria de la enfermedad inducida por el patégeno o pueden constituir
solamente una parte del proceso de la enfermedad. A menudo, las toxinas se
clasifican como especificas y no especificas. Las toxinas especificas son toxicas
sélo para hospedantes del hongo que produce la toxina. En cambio, las toxinas
no especificas pueden afectar a muchas plantas independientemente de si son o
no hospedantes del patdégeno. Yoder (1980), clasifica las toxinas de los
fitopatogenos como un factor de patogenicidad o un factor de virulencia,
considerando la posible implicacion de las toxinas en la patogénesis: la
patogenicidad es la capacidad de causar enfermedades, un término cualitativo,
mientras que la virulencia se refiere a la magnitud o severidad de la enfermedad
causada, un término cuantitativo. La mayoria de las toxinas especificas se
consideran factores de patogenicidad que requieren los hongos que las producen
para invadir el tejido e inducir la enfermedad. Por otra parte, el papel exacto de
las toxinas no especificas en patogénesis es en gran parte desconocido, pero
algunos autores que contribuyen en las caracteristicas de virulencia, tales como
desarrollo de sintomas y la propagacion del patdogeno en la planta (Tsuge et al.,
2012).

2.10.1. Monocerina

La toxina monocerina es una dihidroisocoumarina, con formula quimica C1H200es.
Dihidroisocoumarinas son compuestos fenélicos relacionados con isocoumarina.
El péptido esta compuesto por tres aminoacidos fitotoxicos (glicina-serina-
glutamina) que aumentan el tamafio de la lesion, la germinacién y formacion de
apresorios de E. turcicum. Estos compuestos fueron sintetizados en laboratorio

(Bashan et al., 1995). Esto puede aumentar la agresividad de los aislados no
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patégenos, lo que indica que monocerina es un importante factor de virulencia
del hongo (Bashan et al., 1992).

Estudios de biosintesis han confirmado que la monocerina tiene origenes de
heptaketida. La policétido sintasa (PKS) de la monocerina produce un intermedio
con un alto grado de modificacion reductiva inicial, pero termina con un resto de
B-policétido clasico. Dihidroisocoumarina es el primer producto intermedio libre
de PKS que se formaria a partir del heptaketida reducido, en la ruta de

ensamblaje se muestra en la Figura 3 (Weerasooriya y Crosby, 2007).
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Figura 3. Ensamblaje de la biosintesis por la toxina monocerina (Weerasooriya
y Crosby, 2007).
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Capitulo 3: DIST,RIBUCI(')N POBLACIONAL DE LAS
RAZAS FISIOLOGICAS DE Exserohilum turcicum
PRESENTES EN MEXICO

3.1. Resumen

Las razas fisiol6gicas de Exserohilum turcicum o Setosphaeria turcica f sp. zea,
se denominan en base a los monogenes de resistencia dentro de los diferenciales
Htl, Ht2, Ht3, HtN y ht4. Para estudiar la distribucion poblacional de las razas
presentes en México, se colectaron hojas de maiz con infeccién natural en los
principales estados productores de maiz en el ciclo agricola 2019, ademas un
historial de diez afios (2010-2019) en ambiente tropical, subtropical y templado.
Utilizando los genotipos de maiz A619Htl, A619Ht2, A619Ht3, B68HtN Yy
A619ht4. Los resultados revelaron la presencia de seis razas (2, 3, 23, 3N, 23N
y 123N), siendo la raza 23 la dominate con una representacion de 68 %. La
virulencia obtenida de los 140 aislamientos en los diferenciales Htl, Ht2, Ht3 y
HtN mostraron susceptibilidad de 3.5 %, 41.8 %, 441 % y 10.6 %,

respectivamente.

3.2. Introduccién

Exserohilum turcicum (telemorfo: Setosphaeria turcica) causante del tizén foliar
por turcicum (en inglés Turcicum leaf blight, TLB), también conocido como el tizén
nortefio de la hoja de maiz (Zeas mays L.) (en inglés Northern corn leaf blight,
NCLB), es un ascomiceto hemibiotréfico, que utiliza una estrategia de infeccion
biotréfica durante las primeras etapas de infeccion y posiblemente después de
los 8 dias de infeccion el hongo cambia a una estrategia de infeccion necrotréfica
(Human et al., 2020). Después de la penetracion y formacion de los haustorios,
el hongo contintia invadiendo nuevos tejidos causando necrosis y extendiéndose
sistémicamente por toda la planta (Muiru et al., 2010). En la cosecha, E. turcicum
entra en un estado de latencia en los residuos del cultivo (Formento, 2010). La

virulencia de E. turcicum se puede aumentar o pueden generarse nuevas razas
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fisioldgicas a través de la hibridacién sexual por Setosphaeria turcica (Bunkoed
et al., 2014). En el Bajio (México) se determinaron tres formas especiales del
hongo E. turcicum: Setosphaeria turcica f sp. sorghi, especifica para sorgo; S.
turcica f sp. complexa, para sorgo y zacate; y S. turcica f sp. zea, so6lo para maiz
(Ayala et al., 1994).

Las razas fisiolégicas de E. turcicum o S. turcica f sp. zea, se denominan en base
a los monogenes de resistencia Ht (por el nombre anterior de Helminthosporium
turcicum) dentro de los diferenciales Htl, Ht2, Ht3 y HtN (Hooker, 1963, 1977,
1981; Gevers, 1975) y el diferencial recesivo ht4 (Carson, 1995). El sistema de
nomenclatura propuesto por Leonard et al. (1989) designa la raza de acuerdo con
los genes de resistencia del hospedante y de virulencia del patdégeno. Asi
entonces, la raza 0, indica que es avirulenta con cualquiera de los genes Ht,
mientras que la raza 123N indica su virulencia a los cuatro diferenciales (Ht1, Ht2,
Ht3 y HtN). Varios estudios han utilizado este sistema para conocer la distribucién
poblacional de las razas fisiolégicas nativas de E. turcicum: En México ha
identifico la presencia de las razas 23N, 23 y 2N, en Zambia las razas 0, 23y 23N
y en Uganda las razas 0, 2, ny 23n (Welz et al., 1993). En Brasil las razas 0, 1n,
12N y 123N (Gianasi et al., 1996). En China las razas 0, 1, 2, 12, 3, 13, 23, N,
1N, 2n, 3N, 12N, 13N, 23N, 123N (Dong et al., 2008; Ma et al., 2020). En Kenia,
Alemania y Austria las razas 0, 1, 2, 3, N, 12, 13, 23, 3N, 123, 13N y 23N (Muiru
et al., 2010). En Turquia las razas 0, 1, 2, 123, N, 1N, 3N y 12N (Turgay et al.,
2020). Dos estudios recientes han agregado en su investigacion el diferencial de
maiz con el monogen HtM (Robbins y Warren, 1993) donde lograron identificar
en los Estados Unidos las razas 0, 1, 2, M, N, 12, 13, 23, 1M, 1N, MN, 123, 1MN,
2MN, 23M, 23N, 12MN, 23MN, 123M y 123MN (Japheth y Carl, 2018) y en
Canadalasrazas 0,1, 2, 3, M, N, 12, 1M, 1N, 3M, 13M, 12N, 13N, 1IMN, 12MN,
13MN, 123MN (Jindal et al., 2019).

Borchardt et al. (1998) examinaron la estructura de la poblacion de E. turcicum

entre poblaciones tropicales (México, Kenia y Sur de China) y poblaciones de



regiones templadas (Europa y Norte de China). Los resultados revelaron que las

muestras mexicanas podrian ser el posible centro de origen.

El objetivo principal de esta investigacion fue estudiar la distribucion poblacional
de las razas fisiolégicas de E. turcicum presentes en México. Se colectaron hojas
de maiz con infeccion natural de E. turcicum en los principales estados
productores de maiz en el ciclo agricola 2019 y adem@s un historial de los ultimos
diez afios 2010 a 2019 en ambiente tropical y templado. Para la identificacion de
las razas fisiologicas de E. turcicum, se utilizaron los genotipos de maiz con
genes de resistencia Ht (A619Ht1, A619Ht2, A619Ht3 y B68HtN) y A619ht4
(ausente de genes de resistencia Ht) como control positivo.

3.3. Materiales y metodos

3.3.1. Coleccion de cepas de E. turcicum

Con el apoyo de la red de MASAGRO, INIFAP y CORTEVA en 2019, se
colectaron muestras de hojas de maiz infectadas con E. turcicum en los
principales estados productores de maiz, incluyendo; Tamaulipas, Sinaloa,
Nayarit, Jalisco, Guanajuato, Hidalgo, Puebla y Chiapas. Ademas, se incluyo las
colectas proporcionadas por CIMMYT-Agua Fria, Veracruz (20.454758, -
97.640882) y CIMMYT-EI Batan, Estado de México (19.529426, -98.846112) de
2010 a 2019, representando el ambiente tropical y templado, respectivamente
(Figura 4). Los aislamientos de las colectas se realizaron con técnicas asépticas
en base a los protocolos descritos por Gilchrist (1995). Las caracteristicas
morfoldgicas de los conidios del hongo se identificaron como lo describen Luttrell
(1958) y Sivanesan (1987).
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Figura 4. Ubicacion de las muestras de hojas infectadas con lesiones de E.
turcicum en los 10 principales estados productores de maiz en México, 2019.

3.4.2. Aislamientos de lesiones con E. turcicum

Las hojas con lesiones de E. turcicum se identificaron y almacenaron en
refrigeracién a 4 °C hasta su uso. Para poder aislar las lesiones colectadas y
eliminar algiin contaminante de campo, se cortaron solo tres pedazos de 1 cm?3
de cada colecta entre la lesién necrética por E. turcicum y la parte verde de la
hoja. Los tres pedazos se esterilizaron en solucion de cloro (Cloralex) al 2 % por
30 segundos, posteriormente se enjuago con tres gotas de agua destilada-estéril
para eliminar los residuos de cloro y después se colocaron en papel filtro para
eliminar el exceso de humedad para poder sembrar (Gilchrist, 1995) sobre placas
de Petri con jugo V8 al 5% que contiene en 1 L: 5 ml de jugo de verduras V8
(Herdez), 5 gr de carbonato de calcio (JT Baker), 15 gr de Agar bacteriolégico
(BD Bioxon) y 0.1 gr de Chloramphenicol (SIGMA) para inhibir el crecimiento



bacteriano. Las placas se incubaron en condiciones de 25 °C con 12 horas luz
por tres dias. Los aislamientos se purificaron pasando una punta de hifa a una
nueva placa con medio V8 a 25 °C con 12 horas luz durante 7 dias, antes de que

llenara toda la placa. (Japheth y Carl, 2018).
3.4.3. Obtencion de cultivos puros

En cada uno de los aislamientos se observaron los conidios bajo microscopio
optico. Después de confirmar que las esporas pertenecian morfolégicamente a
E. turcicum, se procedi6 a la obtencion de una sola espora por cepa: Un asa para
sembrar bacteria, se hidraté en tubos de 15 ml con 2 ml de agua destilada-estéril
hasta formar una burbuja, la asa se pasé por encima del micelio hasta romper la
burbuja y quedar las esporas adheridas al circulo del asa. El asa se introdujo
nuevamente al tubo con agua para depositar las esporas capturadas y se repitio
el procedimiento por tres veces. Posteriormente se agitd suavemente con los
dedos y se verti6 el agua a una placa Petri con Agua y Agar al 15 % (AA)
homogenizando con movimientos circulares. Después de 10 minutos se eliminé
el exceso del agua de las placas para colocarlas inclinadas en total obscuridad
por 18 horas a temperatura ambiente. Con ayuda de un estereoscopio y aguja se
tomo una sola espora germinando para sembrar al centro de una placa Petri con
medio V8 para crecer a 25 °C con 12 horas luz. Después de 14 dias de
crecimiento con un sacabocado se transfirieron 10 discos de la placa a un tubo
de 2 ml para congelar a -80 °C por 12 horas, posteriormente se liofilizaron y se
conservaron a 4 °C hasta su uso. Se lograron obtener un total de 140 cultivos
puros de E. turcicum en México; Cinco cepas corresponden a cada localidad en
2019 y el historial 2010-2019 solo en CIMMYT-EI Batan y Agua Fria (Cuadro 2).



Cuadro 2. Localidades por region y ambiente de los 140 asilamientos obtenidos

de lesiones naturales de E. turcicum en México.

Region
Numero Localidad en Ambiente
Mexico
1 Tamaulipas Noreste Subtropical
2 Sinaloa Noroeste Subtropical
3 Nayarit Noroeste Subtropical
4 Jalisco Occidente Subtropical
5 Guanajuato Occidente Subtropical
6 Estado de Mexico (CIMMYT) Centro Templado
7 Hidalgo Centro Templado
8 Puebla Sureste Tropical
9 Veracruz (CIMMYT) Sureste Tropical
10 Chiapas Suroeste Tropical

3.4.4. Obtencién de los diferenciales Ht

Los diferenciales con los monogenes de resistencia Ht se obtuvieron del Centro
de Stock de Cooperacién Genética de Maiz del USDA / ARS, en la Universidad
de lllinois, Urbana / Champaign y el Sistema Nacional de Germoplasma de Planta
(NPGS) (Cuadro 3). Posteriormente se sembraron en la estacion experimental
de CIMMYT en Agua Fria, 012019 para multiplicar la semilla (Figura 5).

Cuadro 3. Diferenciales utilizados para identificar las razas fisiologicas de E.
turcicum presentes en México.

Reaccioén de
defensa

Mono

gen Hi Referencia

N° ID accesion Nombre

1 Ames 25219 A619Ht1 Htl Lesiones clordticas Hooker, 1963

Lesiones necroticas
sin esporulacion

Lesiones necréticas
sin esporulacion

2 Ames 25220 AG619Ht2 Ht2 Hooker, 1977

3 Ames 25221 A619Ht3 Ht3 Hooker, 1981

4 Ames 25371 B68NtN HtN Lesiones retardadas Gevers, 1975

A619ht4 ht4 Halos cloroticos Carson, 1995

ol

P1 587139
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Figura 5. Incremento de semilla de los diferenciales Ht, en la estacion
experimental de CIMMYT en Agua Fria, Puebla O12019.

3.4.5. Determinacion de razas fisioldégicas de E. turcicum

Los cultivos puros liofilizados se crecieron en medio de cultivo lactosa que
contiene en 1 L: 30 g de lactosa, 3 g de caseina, 1 g de KH2PO4, 0.5 g de MgSOa,
15 gr de Agar bacteriolégico y 0.1 gr de Chloramphenicol (Tuite, 1969). Las

placas se incubaron en condiciones de 25 °C con 12 horas luz por 14 dias.

Los 5 diferenciales se sembraron en invernadero en tres macetas de 5 x 5 cm
con 3 semillas (para al final solo dejar una semilla por maceta), dentro de charolas
negras de plastico de 50 x 30 cm para inocular una cepa por charola. En los
primeros 14 dias, la temperatura se mantuvo a 27 °C dia y 18 °C noches, con
iluminacién de 600 - 800 W/m? (Carson y Van, 1994). A las plantas se le agregd
1.5 L de agua por charola cada 7 dias y se fertilizé con Ultrasol 18-18-18 (N-P-K)
al momento de la siembra y a los 14 dias para mantener el vigor de la planta
(Japheth y Carl, 2018).

Los conidios se obtuvieron enjuagando las placas Petri con 15 ml de agua

destilada estéril con 10 pl It-1 con Tween 20 para dispersar y adherir los conidios



a las hojas de maiz. La concentracion de la suspension conidial se ajusté usando

una camara de Bauer a 2 x 10 conidios ml* (Muiru et al., 2010).

Las plantas de 14 dias (3 hojas), se inocularon en la copa de las plantulas con
200 pl de la dilucién conidial utilizando una pipeta. Posteriormente, las plantas
inoculadas se colocaron en una cdmara de humedad durante 24 h (Japheth y
Carl, 2018). La temperatura se modifico a 24 - 25 °C diay 18 - 16 °C noches, con
sombra durante el dia manteniendo una iluminacién de 100 - 200 W/m? (Carson
y Van, 1994).

Las evaluaciones de la reaccién de E. turcicum se realizaron a los 14 dias
después de la inoculacion (28 dias después de la siembra) con una escala visual
de 0 a 5, donde 0 a 3 es resistentes (R) y 4 a 5 son susceptibles (S) en los
diferenciales Ht (Cuadro 4 y Figura 6) (Muiru et al., 2010).

Cuadro 4. Escala de evaluacion visual de 0 a 5 en los diferenciales Ht (Muiru et
al., 2010).

Escala Reaccidn Descripcion
0 R No sintomas
1 R Lesiones cloréticas sin necrosis
2 R Lesiones cloréticas con necrosis leve
3 R Lesiones cloréticas con necrosis moderada
4 S Lesiones marchitas y necréticas sin clorosis
5 S Lesiones elipticas de color bronceado




Figura 6. Escala de evaluacion visual de 0 a 5 en los diferenciales Ht (Muiru et
al., 2010), donde 0 a 3 es una reaccién de resistentes (R) y 4 a 5 es susceptibles
(S) en los diferenciales Ht.

3.4.6. Anélisis de datos

Para los casos de las variables de crecimiento, tono de oscuridad y numero de
conidios producidos en placas Petri con medio V8 a los 10 dias de crecimiento
de cada uno de los 140 aislamientos, se realizaron analisis de varianza con un
modelo lineal general. En ninguno de los tres casos el ANOVA resulto

significativa, y se usé la prueba de LSD para comparar las medias.

Para determinar la diversidad racial se utilizé el analisis simple debido que los

datos obtenidos fueron cualitativos.



Resultados

3.3.2. Postulacién de genes

A las 24 horas después de la inoculacion, todas las razas produjeron puntos
cloréticos en la zona inoculada como reaccion en respuesta de la planta. En el
control positivo se iniciaron a observar lesiones plateadas de 2~4 cm desde los
7 dias y las lesiones elipticas de color bronceado fueron claras a partir de los 12
dias después de la inoculacion. Las reacciones en los diferenciales a cada raza
en particular fueron claras a los 14 dias, presentando lesiones necroticas locales

gue se extendieron a lo largo de la hoja.

La reaccion de infeccion para diferenciar la respuesta de resistencia y
susceptibilidad siempre se comporté de forma homogénea, los que indico pureza
en los monospéricos de E. turcicum y en los genotipos utilizados como
diferenciales Ht. El genotipo ht4 present6 sintomas dentro del rango de escala 4
a 5 en todos los aislamientos. El diferencial Ht1 en su reaccion de resistencia
siempre mostro lesiones cloroticas alargadas. Mientras que el diferencial NtN
solo mostré algunos puntos cloréticos muy pequefios casi dificiles de ver. Los
diferenciales Ht2 y Ht3 se mostraron similares en su reaccion de resistencia con

lesiones cloréticas cortas y necrosis leve.

La informacién obtenida de las diferentes variables evaluadas en los 8 principales
estados productores de maiz en México 2019 se muestran en el Cuadro 5, asi
como el historial 2010-2019 para el ambiente templado en el Cuadro 6 y tropical
en el Cuadro 7. La postulacion de genes basada en los cuatro diferenciales con
los monogenes de resistencia Ht (Ht1, Ht2, Ht3 y HtN) y ht4 como control positivo
permitié identificar 6 razas fisiologicas: 2, 3, 23, 3N, 23N y 123N (Figura 7)
presentes en los 140 aislamientos de E. turcicum colectados en México, sin
intervencion molecular debido que los genotipos han sido secuenciados
previamente (Carson, 1995; Hooker, 1963, 1977, 1981; Gevers, 1975).
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Cuadro 5. Postulacion de genes de las muestras en los 8 principales estados
productores de maiz en México en el ciclo agricola 2019.

Nombre de Micelio** numero Reaccion en los diferenciales Ht Razas
cepa* d_e_ fisiolégicas
(localidad/afio/ conidios identificadas
muestra) Crecimiento  Obscuridad  (LO910*1) w4 Hi1  He2  HE3  HIN
TAM19-01 5 3 5.43 S R S S S 23n
TAM19-02 6 2 5.48 S R S S R 23
TAM19-03 3 3 5.17 S R S S R 23
TAM19-04 6 2 5.45 S R S S R 23
TAM19-05 6 2 5.87 S R R S S 3n
SIN19-01 5 2 5.60 S R S S R 23
SIN19-02 6 2 5.40 S R S S R 23
SIN19-03 4 2 5.81 S R S S R 23
SIN19-04 7 2 6.07 S S S S S 123N
SIN19-05 3 2 5.81 S S S S S 123N
NAY19-01 3 2 5.06 S R R S R 3
NAY19-02 5 3 5.59 S R S S R 23
NAY19-03 6 1 5.83 S R S S R 23
NAY19-04 3 1 5.78 S R S S R 23
NAY19-05 8 2 5.87 S R R S R 3
JAL19-01 7 2 5.62 S R S S S 23n
JAL19-02 6 1 5.52 S R S S R 23
JAL19-03 5 2 5.75 S R R S R 3
JAL19-04 5 2 5.93 S R S S R 23
JAL19-05 4 2 5.71 S R S R R 2
GUA19-01 7 2 5.75 S R S S S 23n
GUA19-02 5 1 5.21 S R R S R 3
GUA19-03 3 2 5.32 S R S S R 23
GUA19-04 3 2 5.21 S R R S R 3
GUA19-05 3 1 4.78 S R R S R 3
HID19-01 7 2 5.17 S R S S S 23n
HID19-02 7 2 5.96 S R S S R 23
HID19-03 6 1 5.59 S R S S S 23n
HID19-04 6 1 5.99 S R S S R 23
HID19-05 6 2 5.88 S R S S S 23n
PUE19-01 5 3 5.48 S R R S R 3
PUE19-02 4 1 5.38 S R S S R 23
PUE19-03 4 3 6.15 S R S S R 23
PUE19-04 7 2 5.59 S R S S R 23
PUE19-05 6 1 5.80 S R S S S 23n
CHI19-01 5 2 5.76 S R S S S 23n
CHI19-02 7 1 6.08 S R S S S 23n
CHI19-03 3 3 5.27 S R S S R 23
CHI19-04 5 2 5.73 S R S S R 23
CHI19-05 7 1 5.72 S R S S R 23

*Tamaulipas (TAM), Sinaloa (SIN), Nayarit (NAY), Jalisco (JAL), Guadalajara (GUA), Hidalgo (HID), Puebla (PUE),
Chiapas (CHI). ** Crecimiento = Diametro en centimetros de crecimiento del micelio en placas Petri con medio V8
a los 10 dias después del aislamiento. ***Obscuridad: 1 = micelio de color gris en placas V8, 2 = micelio de color
negro en placas V8 y 3 = micelio de color negro intenso en placas V8. S = susceptible y R = resistente.
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Cuadro 6. Postulacion de genes de las muestras para el historial 2010 a 2019 en
ambiente templado CIMMYT- El Batan, Estado de México.

Nombre de numero

Micelio* Reaccidn en los diferenciales Ht Razas
cepa de fisiolégicas
(localidad/afio/ conidios . o
muestra) Crecimiento  Obscuridad  (Log10+1) ht4 Htl H2 Hi3 Hn  dentificadas
BA10-01 8 1 5.58 S R S S R 23
BA10-02 8 1 6.05 S R S S R 23
BA10-03 6 1 541 S R S S R 23
BA10-04 8 1 5.57 S R S S R 23
BA10-05 8 1 5.99 S R S S R 23
BA11-01 8 1 5.27 S R S S R 23
BA11-02 8 1 531 S R S S R 23
BA11-03 8 2 5.55 S S S S S 123N
BA11-04 6 1 5.48 S R S S R 23
BA11-05 5 3 5.60 S R S S S 23n
BA12-01 8 2 6.01 S S S S S 123N
BA12-02 5 3 5.54 S R S S S 23n
BA12-03 8 1 5.90 S R S S R 23
BA12-04 8 1 5.49 S R S S R 23
BA12-05 8 1 5,51 S R S S R 23
BA13-01 6 1 5.35 S R S S R 23
BA13-02 6 1 5.54 S R S S R 23
BA13-03 8 1 6.06 S R S S R 23
BA13-04 6 1 541 S R S S R 23
BA13-05 6 1 5,51 S R S S R 23
BA14-01 8 1 5.69 S R S S R 23
BA14-02 8 2 4.75 S R S S R 23
BA14-03 8 2 5.48 S R S S R 23
BA14-04 8 1 5.67 S R S S R 23
BA14-05 8 2 541 S R S S R 23
BA15-01 8 1 5.23 S R S S R 23
BA15-02 6 1 4.92 S R S R R 2
BA15-03 8 1 4.64 S R S S R 23
BA15-04 8 1 5.52 S R S S R 23
BA15-05 8 1 5.09 S R S S R 23
BA16-01 8 2 5.74 S R S S R 23
BA16-02 8 2 5.85 S R S S R 23
BA16-03 8 2 5.28 S R S S R 23
BA16-04 8 2 5.51 S R S S R 23
BA16-05 8 2 5.77 S R S S R 23
BA17-01 5 2 5.33 S R S S R 23
BA17-02 6 2 5.93 S R R S R 3
BA17-03 5 2 5.35 S R S S R 23
BA17-04 5 2 5.40 S R S S R 23
BA17-05 5 2 5.37 S R S S R 23
BA18-01 6 2 5.59 S R S S R 23
BA18-02 6 2 5.52 S R S S S 23n
BA18-03 5 2 5.12 S R S S R 23
BA18-04 6 2 5.57 S R S S R 23
BA18-05 5 2 5.40 S R S S R 23
BA19-01 6 2 5.39 S R S S R 23
BA19-02 8 2 5.98 S R S S S 23n
BA19-03 6 2 5.23 S R S S S 23n
BA19-04 6 2 5.39 S R S S R 23
BA19-05 6 2 5.29 S R S S R 23

*Crecimiento = Diametro en centimetros de crecimiento del micelio en placas Petri con medio V8 a los 10 dias
después del aislamiento. Obscuridad: 1 = micelio de color gris en placas V8, 2 = micelio de color negro en placas
V8 y 3 = micelio de color negro intenso en placas V8. S = susceptible y R = resistente.
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Cuadro 7. Postulacion de genes de las muestras para el historial 2010 a 2019 en
ambiente tropical CIMMYT- Agua Fria, Veracruz.

Nombre de

Micelio #de Reaccion en los diferenciales Ht Razas
(Ioc(;(leir()jzd/a Croci Obscuridad® conidios 'fisio!o_gicas
fio/muestra)  miento " (Log10+1) ht4 Ht1 Ht2 Ht3  HtN identificadas

AF10-01 8 2 5.24 S R S R R 2
AF10-02 8 2 5.47 S R S S R 23
AF10-03 8 2 5.08 S R S S R 23
AF10-04 8 2 5.51 S R S S R 23
AF10-05 8 2 5.26 S R S S R 23
AF11-01 8 2 5.21 S R S S R 23
AF11-02 8 2 5.35 S R S S R 23
AF11-03 8 2 5.19 S R S S R 23
AF11-04 8 2 5.79 S R S S S 23n
AF11-05 6 3 5.67 S R S S S 23n
AF12-01 8 2 451 S R S S R 23
AF12-02 5 3 6.05 S S S S S 123N
AF12-03 6 3 5.44 S S S S S 123N
AF12-04 8 2 5.59 S R S S R 23
AF12-05 8 2 5.57 S R S S R 23
AF13-01 8 2 5.64 S R S S R 23
AF13-02 8 1 5.00 S R S S R 23
AF13-03 6 3 531 S R S S R 23
AF13-04 5 3 5.85 S S S S S 123N
AF13-05 8 2 5.60 S R S S R 23
AF14-01 8 1 4.88 S R S S R 23
AF14-02 6 3 5.49 S R R S R 3
AF14-03 5 3 5.39 S R S S R 23
AF14-04 8 2 5.71 S R S S R 23
AF14-05 8 2 5.79 S R S S R 23
AF15-01 8 2 5.89 S R S S R 23
AF15-02 8 1 4.94 S R S S R 23
AF15-03 8 3 4.96 S R S S R 23
AF15-04 8 3 5.70 S S S S S 123N
AF15-05 6 3 5.39 S R S S R 23
AF16-01 8 2 5.51 S R S S R 23
AF16-02 8 3 5.66 S S S S S 123N
AF16-03 6 3 5.19 S R S S R 23
AF16-04 8 2 5.79 S R S S S 23n
AF16-05 6 3 5.68 S R S S S 23n
AF17-01 8 2 5.86 S R S S R 23
AF17-02 8 2 5.61 S R S S R 23
AF17-03 8 3 5.66 S S S S S 123N
AF17-04 6 3 5.52 S R S S R 23
AF17-05 8 2 5.56 S R S S R 23
AF18-01 6 3 5.59 S R S S S 23n
AF18-02 8 2 5.89 S R S S R 23
AF18-03 8 3 5.76 S R S S R 23
AF18-04 6 3 5.45 S R S S R 23
AF18-05 5 3 5.43 S R S S R 23
AF19-01 8 1 5.57 S R S S S 23n
AF19-02 8 3 5.66 S S S S S 123N
AF19-03 8 3 5.63 S R S S S 23n
AF19-04 6 3 5.45 S R S S R 23
AF19-05 5 3 5.44 S R S S R 23

*Crecimiento = Diametro en centimetros de crecimiento del micelio en placas Petri con medio V8 a los 10 dias
después del aislamiento. **Obscuridad: 1 = micelio de color gris en placas V8, 2 = micelio de color negro en placas
V8 'y 3 = micelio de color negro intenso en placas V8. S = susceptible y R = resistente.
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Razn 128M

Figura 7. Las seis razas fisiologicas de E. turcicum identificadas en México 2019;
a) Raza 2 (Ht1 Ht3 NtN / Ht2), b) Raza 3 (Ht1 Ht2 NtN / Ht3), ¢) Raza 23 (Ht1 NtN
/ Ht2 Ht3), d) Raza 3n (Ht1 Ht2 / Ht3 NtN), e) Raza 23n (Htl / Ht2 Ht3 NtN) y f)
Raza 123N (0 / Htl1 Ht2 Ht3 NtN). Nota: El diferencial recesivo ht4 ausente de los
monogenes de resistencia Ht, mostr6 sintomas de E. turcicum en los 140
aislamientos y sirvi6 de indicador para corroborar que la concentracion de
esporas Yy las condiciones climaticas fueron las adecuadas.
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3.5.2. Distribucion de las razas fisiologicas de E. turcicum

La raza 23 fue la dominante en todos los estados productores de maiz en México
(Cuadro 8), en los historiales de los ambientes templado (Cuadro 9) y tropical
(Cuadro 10). La raza 23n fue la segunda mas comun. La raza mas completa
123N solo se presentd en el estado de Sinaloa, en el ambiente tropical casi se
presentd consecutivamente en cada afio, mientras que, en el ambiente templado
solo se encontr6 en el afio 2011 y 2012. La raza 3 se observé concentrada en la
parte occidente de México (Nayarit, Jalisco y Michoacan). La raza 2 solo se
presentd en tres aislamientos: Jalisco 2019, ambiente templado 2015 y en el
ambiente tropical en 2010. La raza 3n solo se encontré en un aislamiento del

estado de Tamaulipas 2019.

Cuadro 8. Resumen de las 6 razas fisiologicas de E. turcicum presentes en los
8 principales estados productores de maiz en México en el ciclo agricola 2019.

Localidades en Razas fisiolégicas de E. turcicum
el afio 2019 23 3n 23n 123N
0

Tamaulipas
Sinaloa
Nayarit
Jalisco

Guanajuato

Estado de México
Hidalgo
Puebla

Veracruz

W N W NN W P N W Ww w
N N P WO N P B O O B

Chiapas

| O O O O O O +r O O Oo|N
N O O B O O W kP N O O|W
P O O O O O O o oo O
NITO B O O O O O O DN

Total

N
(6]
=
w

En cada localidad se obtuvieron 5 aislamientos para representar a los 8 principales
estados productores de maiz en México con un total de 40 aislamientos.
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Cuadro 9. Resumen de las razas fisiologicas de E. turcicum presentes en el
historial 2010 a 2019 en ambiente templado CIMMYT- El Batan, Estado de

México.

Historial en
ambiente
templado (afo)

Razas fisiol6gicas de E. turcicum

3

23

3n

23n

123N

2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018
2019

WhDoboowowaou

o

Total

RPIOOOOPFRP,ROOO0OO0OO|N

RPIOOPRFRP, OOOOOOoOOo

N
|_\

olleNelolNoelololNolollole)

GNP OO0 O0OO0OFr,PFOo

NOOOOOOORLEk

En cada afio se obtuvieron 5 aislamientos para representar el historial 2010-2019 en el
ambiente templado dentro de la estacién experimental de CIMMYT el Batan en el Estado

de México con un total de 50 aislamientos.

Cuadro 10. Resumen de las razas fisiologicas de E. turcicum presentes en el
historial 2010 a 2019 en ambiente tropical CIMMYT- Agua Fria, Veracruz.

Historial en
ambiente
tropical (afo)

Razas fisioldgicas de E. turcicum

3

3n

23n

123N

2010
2011
2012
2013
2014
2015
2016
2017
2018
2019

Total

RPIOOOOOOOOOr N

RPIOOOOOFrRrROOOOo

w N
RINPAANARAPOWWPR 3

ellceololNoloNelNelolole)

N NP ONOOOONO

N~NFRPORRPRRPRORNOO

En cada afio se obtuvieron 5 aislamientos para representar el historial 2010-2019 en el
ambiente tropical dentro de la estacion experimental de CIMMYT Agua Fria en el Estado

de Puebla con un total de 50 aislamientos.
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3.5.3. Frecuencia de las razas fisiolégicas de E. turcicum

En general, la raza 23 fue la dominante con una representacion de 68 porciento,
seguida de las razas 23n (15%), 123N (8 %), 3 (6 %), 2 (2 %) y 3n (1 %) obtenidas
de los 140 aislamientos (Figura 8).

Razas fisiologicas de E. turcicum presentes en Mexico
80

70 68
60
50
40
30

Frecuencia (%)

20

A . L L
2 3 23 3n 23n 123n
Razas

Figura 8. Distribucion de las razas fisiolégicas presentes en México. La raza 23
fue la dominante con una representacion total de 68 porciento de n = 140
aislamientos individuales de E. turcicum.

3.5.4. Frecuencia de virulencia de los aislamientos en los diferenciales Ht.

La virulencia obtenida de los 140 aislamientos en los diferenciales Ht (Ht1, Ht2,
Ht3 y NtN) mostrada en los diferenciales como susceptibilidad, fue de: 3.5 %,
41.8 %, 44.1 % y 10.6 %, respectivamente (Figura 9). Para obtener la reaccion
de los diferenciales Ht, cambiamos resistente (R) por el valor de cero (0) y para

la reaccién de susceptibilidad (S) colocamos el valor de uno (1).
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Virulencia de los aislamientos E. turcicum
en los diferenciales Ht.
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Figura 9. Distribucion de virulencia de las razas en los diferenciales Ht (Ht1, Ht2,
Ht3 y NtN). Los valores corresponden a los aislamientos individuales de E.
turcicum (n = 140).

3.4. Discusion

En este estudio se identificaron 6 razas fisiologicas (2, 3, 23, 3n, 23n y 123N)
obtenidas de 140 aislamientos de hojas de maiz con lesiones E. turcicum en
México, en base a la reaccion en cuatro diferenciales con los monogenes de
resistencia Ht (Ht1, Ht2, Ht3 y NtN) y ht4 como control positivo, siendo la raza 23
la dominante en todos los ambientes (Tropical, Subtropical y Templado) y afios
muestreados (2010-2019). Resultados previos por Welz et al. (1993) identificaron
solo tres razas (23n, 23 y 2n) presentes en México. Los resultados de esta
investigacion confirman la ausencia de las razas con virulencia en el diferencial
Ht1l (Hooker, 1963) o dicho de otra forma, se confirma la presencia del monogene
Htl en los hibridos de maiz en México y la dificultad de transferencia de los
monogenes de resistencia Ht2 y Ht3 en los programas de mejoramiento (Welz et

al., 2000), debido al gen superior Shtl (Simcox y Bennetzen, 1993).
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México es un lugar clave para el estudio de la diversidad racial de E. turcicum,
debido que en esta investigacion el monogen NtN de origen mexicano (Pepitilla)
mostré inmunidad en reaccion de resistencia. Ademas, los estudios de Borchardt
et al. (1998), revelaron que las muestras mexicanas de E. turcicum tenian una
diversidad genética alta. Asi como, Wellhausen, (1951) considera que
posiblemente México es el lugar de origen del maiz.

Los monogenes de resistencia Htm (Robbins y Warren, 1993), HtP (Ogliari et al.,
2005) y NtNB (Wang et al., 2012) también inducen resistencia a E. turcicum y

deberian incluirse en las siguientes investigaciones de diversidad racial.

3.7. Conclusiones

Los resultados de identificacion de las razas fisiolégicas a través del concepto
gen por gen, en base a los diferenciales Ht, da apertura al seguimiento de otros
trabajos de investigacion, tales como: 1) Evaluacién de la toxina secretada por el
hongo E. turcicum, 2) identificacién de nuevas fuentes de resistencia monogénica
y poligénica, 3) secuenciacion de las razas identificadas y 4) estudios de
herencia a la resistencia de la enfermedad del tizén nortefio, asi como 5) la
asociaciéon con otros tizones o royas que afectan a la produccién potencial del

cultivo de maiz en México.
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Capitulo 4: EVALUACION DE LA TOXINA MONOCERINA
PRODUCIDA POR Exserohilum turcicum EN MAIZ

4.1. Resumen

Monocerina es una toxina no especifica producida por el hongo Exserohilum
turcicum causante del tizon nortefio en maiz. Las cepas productoras de
monocerina provocan la inhibicion de la sintesis de clorofila y reducen el
crecimiento de raices. Debido a las complicaciones que surgen de la planta en
respuesta defensiva, varios estudios sugieren determinar la reaccion a la
toxicidad in vitro. En este estudio se probaron 11 medios de cultivo donde el
medio Fries modificado mostré mayor absorcion y no fue toxico para las plantulas.
Los genotipos A619ht4 (susceptible) y CML495 (resistente) fueron utilizados para
los bioensayos, cortando el tallo para la absorcion de la toxina a través de los
haces vasculares en tubos de ensayo de 15 ml. La toxina fue purificada utilizando
metanol al 20 % y mostré diferencias entre los genotipos a diferencia de la toxina

pura que fue muy potente hasta en el genotipo resistente.

4.2. Introduccion

El tizon foliar por turcicum (en inglés Turcicum leaf blight, TLB), también conocido
como el tizén nortefio de la hoja de maiz (Zeas mays L.) (eninglés Northern corn
leaf blight, NCLB) causado por el hongo Exserohilum turcicum (Leonard y Suggs),
antes Helminthosporium turcicum (Passerini), Teleomorfo: Setosphaeria turcica
(Luttrell), produce una toxina llamada monocerina (Robeson y Strobel, 1982). Las
cepas productoras de monocerina provocan la virulencia del hongo, inhibiendo la
sintesis de clorofila en las hojas y reduciendo el crecimiento de raices en maices
susceptibles (Bashan et al., 1995; Cuq et al., 1993; Zhang et al., 2007).

Monocerina es una toxina no especifica obtenida por primera vez por Aldridge et
al., en 1970, de asilamientos de Exserohilum monoceras. Posteriormente, fue

obtenida de Fusarium larvarum (Claydon et al., 1979), Drechslera ravenelii (Scott
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et al., 1984) y Microdochium bolleyi (Zhang et al., 2008). En 1982, Robeson y
Strobel lograron obtener la toxina monocerina de lesiones de E. turcicum en hojas
de pasto Johnson (Sorghum halepense). Finalmente, Bashan y Levy en 1992;
Cug et al. en 1993, obtuvieron monocerina de aislamientos del hongo E. turcicum
en hojas de maiz. En 2011, Hailmi et al. encontraron el uso de un bioherbicida

con la misma toxina producida por el hongo E. monoceras.

En 1997, Chauhan et al. realizaron bioensayos de extractos con metanol,
cloroformo y éter con concentraciones de monocerina al 100 %, 50 %, 25 %, 10
%, 5 % y observaron una gran sensibilidad de la clorofila, lo que limita determinar
el grado de precisidon hasta en las concentraciones mas bajas. En 2016, Li et al.,
revelaron en uno de sus estudios, que las lesiones causadas por monocerina en
las hojas de maiz, eran similares a las causadas por el metanol solo, que usaron

como solvente.

Wathaneeyawech et al. (2015), utilizaron acetato de etilo. Las lesiones
producidas por la toxina fueron similares a las causadas por E. turcicum. Zhang
et al. (2007, 2012); Gu et al. (2014), descubrieron que monocerina es estable al
calor, sensibles a la luz y puede disolverse en varios solventes organicos. Dong
et al. (1993); Li et al. (2016), compararon la toxina y la virulencia de E. turcicum
in vivo y encontraron que la respuesta defensiva de la planta, complica la
identificacion por reaccion de fitotoxicidad, por lo que recomiendan realizar

bioensayos in vitro.

Debido a las dificultades y diferencias para evaluar la toxina monocerina, en este
estudio se desarroll6 un protocolo con el medio Fries modificado para la
produccion de la toxina y se usé metanol como disolvente para posteriormente

utilizar la toxina purificada en los bioensayos con plantulas de maiz in vitro.
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4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Medios de cultivo liquido

Se realizaron pruebas con 11 medios de cultivo liquido (Tejido, Espiga, V8, Frijol
chino, PDB, Czapek, Czapek Dox, Fries, SNA, Zang, Richard) para seleccionar
un medio de cultivo que tuviera buena absorcion de liquido y que no fuera toxico
para las plantulas de maiz. El experimento se llevé acabo en un cuarto de
incubacion a 25 °C con luz todo el tiempo en plantulas del genotipo de maiz
A619ht4, ausente de los genes de resistencia Ht (Carson, 1995), en etapa V4.
Se midio la absorcion liquida y se evalud la severidad de las plantulas en escala
delab5alosdias 1, 2, 3y 6. Los tres mejores medios fueron Tejido, SNA y Fries
(Figura 10).

También se realizaron pruebas para mejorar el procedimiento estandar: El primer
procedimiento fue como regularmente se realiza dentro del laboratorio, al cual se
le llamé procedimiento estandar (PE), el segundo fue el PE donde se cambio
utilizando tubos nuevos (PE+tubo nuevo), el tercero fue el PE y ademas se
esterilizaron los tallos de las plantulas después de cortar en solucion de alcohol
al 70 % (PE+alcohol), en el cuarto procedimiento se utilizé el PE y los tallos se
cortaron y se sumergieron en agua estéril, un segundo corte se realizé dentro del
agua (PE+bajo el agua). Se midié la absorciéon liquida por las plantulas y se
evalud la severidad por plantula en escalade 1 a5 alos dias 1, 2, 3y 6. Los dos
mejores procedimientos con solo agua fueron el de tallo esterilizado con alcohol
y el de tubo nuevo (Figura 11). Se observo que la toxina puede quedar adherida
a los tubos y contaminar en las siguientes evaluaciones, principalmente si

coincide con el tratamiento control de solo agua.

Finalmente, el medio sintético Fries demostré mayor absorcion y menor variacion,
al ser mas estable, que el medio natural con hoja de maiz, ademas Fries ha sido
utilizado en otras investigaciones para la produccion de la toxina monocerina. El
procedimiento de la técnica de inoculacién fue esterilizado con alcohol al 70 % el

tallo de las plantulas y con tubo nuevo. Las evaluaciones visuales se realizaron
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alas 24,36,48y 72 henescalade 1a5 (1=plantula sana, 2 = plantula marchita,
3 = hojas enrolladas, 4 = hojas con puntas quemadas y 5 = plantula

completamente quemada).
4.3.2. Aislamiento de cepa de E. turcicum

La raza fisioldgica 123N, identificada en el estudio de la distribucion poblacional
de E. turcicum presentes en México, 2019 con origen en el estado de Sinaloa,
se sembro en placas Petri con jugo V8 al 5% que contiene en 1 L: 5 ml de jugo
de verduras V8 (Herdez), 5 gr de carbonato de calcio (JT Baker), 15 gr de Agar
bacteriolégico (BD Bioxon) y 0.1 gr de Chloramphenicol (SIGMA) para inhibir el
crecimiento bacteriano. Las placas se incubaron en condiciones de 25 °C con 12
horas luz por 7 dias (Japheth y Carl, 2018). El aislamiento fue trasferido con un
sacabocados, colocando 3 discos (0.5 cm de diametro) a matraces de capacidad
de 500 ml con 300 ml de la solucién nutritiva liquida modificada (medio Fries),
gue contiene en 1L: 10 g de sacarosa, 1 g de tartrato de amonio dibéasico, 1 g de
nitrato de amonio (NH4NO3), 1 g de fosfato de potasio monobasico (KH2P04), 0.5
g de sulfato de magnesio (MgS04 7H20), 0.1 g de cloruro de sodio (NaCl), 0.1 g
de cloruro de calcio dihidratado (CaCl2 2H20) y 0.5 g de extracto de levadura.
Después de 21 dias de crecimiento en la oscuridad a 25 °C se purificd y extrajo
la toxina (Zhang et al., 2007, 2012; Gu et al., 2014; Li et al., 2016).

26
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Figura 10. Absorcion y severidad en escala de 1 a 5 (1 = plantula sana, 2 = plantula marchita, 3 = hojas enrolladas, 4 =
hojas con puntas quemadas y 5 = plantula completamente quemada) con 11 medios de cultivo liquido. Los medios de tejido,
Fries y SNA mostraron mayor absorcion y menor marchitamiento de plantulas.
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0.00 0.00
dia 1 dia 2 dia 3 dia 6 dia 1 dia 2 dia 3 dia 6
mPE mPE+tubo nuevo ®PE+alcohol mPE+bajo el agua = PE mPE+tubo nuevo = PE+alcohol mPE+bajo el agua

Figura 11. Absorciony severidad en escala de 1 a 5 en plantulas con solo agua. Los procedimientos con tubo nuevo y
esterilizando el tallo con alcohol mostraron mayor absorcién y menor marchitamiento de plantulas.
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4.3.3. Purificacion de la toxina monocerina

El cultivo se filtr6 con una gasa de 4 capas para eliminar el micelio. Los 300 ml
del filtrado se dividieron en 6 tubos con 50 ml y se congelaron a -80 °C por 12
horas para liofilizar hasta llegar al 10 % del volumen inicial. Se agregé 20 ml de
metanol y se almacenaron los tubos cerrados durante una noche a 4 °C.
Posteriormente se centrifugaron dos veces a 2, 000 rpm x 10 min para asentar
los residuos del medio Fries (Figura 12). El sobrenadante se extrajo y se colocé
en un tubo nuevo dentro de campana de extraccion para evaporar el disolvente
a 45 °C. Se afor6é a 50 ml con agua destilada estéril para resuspender la toxina y
colocando en el agitador vortex por 10 segundos antes de utilizar en los
bioensayos (Bashan y Levy, 1992; Fan et al., 2008; Li et al., 2016; Wang et al.,
2010).

Figura 12. Liofilizacion de los tratamientos: b) con la toxina, medio Fries y solo
agua. Notese: Los residuos de la sacarosa (color blanco al fondo de los tubos)
utilizados como nutriente en el medio de Fries en comparacion con solo agua que
no muestra residuos al finalizar la liofilizacion.
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4.3.4. Tratamientos para evaluar monocerina

El experimento finalmente se formdé de 4 tratamientos como se describen a

continuacion:

1. Toxina pura al 100 %.

2 Purificaciéon de la toxina con metanol al 20 %.
3. Control 1 = Solo medio Fries.
4

Control 2 = Solo agua destilada-estéril.
4.3.5. Bioensayo

Se colocaron doce plantulas en etapa de desarrollo V4 del diferencial A619ht4
(susceptible) y CML495 (resistente), cortando el tallo para la absorcion a través
de los haces vasculares en tubos de ensayo de 15 ml. a una temperatura de 25
°Cy 24 h luz para acelerar la transpiracion de la plantula y la absorcién de los 4

tratamientos.

Posteriormente a las 24, 36, 48, 60 y 72 horas, se evalud enlaescalade 1 a5 (1
=plantula sana, 2 = plantula marchita, 3 = plantula con hoja enrollada, 4 = plantula

con punta guemada en las hojas y 5 = plantula completamente quemada).

4.4. Resultados

4.4.1. Medio de cultivo Fries

Se modificd el medio de cultivo liquido “Fries” a 10 g/L de sacarosa, porque se
observo que los polisacaridos formados por los azucares son téxicos para las
plantulas en los bioensayos de absorcion después de las 48 h de incubacién. Los
tallos de las plantulas V4 sumergidos en el medio Fries al 10 % de sacarosa, se
mostraron sin marchitamiento al igual que el control (solo agua) hasta las 72 h.
Después de tres dias de incubacion a 25 °C y 24 h luz las plantulas empiezan a
marchitarse en los controles, por lo que se recomienda dar por terminado el

experimento antes de las 96 h de incubacion.
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4.4.2. Edad de las plantulas

También, se observo la importancia de la edad de las plantulas. Cuando se utilizd
plantulas de 5-7 hojas de desarrollo, la toxicidad en las plantulas era después de
las 96 h y las plantulas en los controles también iniciaban a marchitarse. Los
experimentos con plantulas de 4 hojas fueron méas uniformes y se observo mejor
las diferencias entre los tratamientos. Es importante garantizar una germinacion
uniforme de los genotipos a utilizar en los bioensayos para evitar tener plantulas
de diferentes edades, debido que plantulas de 2 hojas de edad son sensibles a

estos bioensayos.

Los genotipos se sembraron dentro de invernadero manteniendo una
temperatura de 27 °C dia y 18 °C noches, con iluminacién de 600 - 800 W/m?2.
Ademas, se fertilizé con Ultrasol 18-18-18 (N-P-K) al momento de la siembra para
garantizar buen vigor de las plantulas, evitando riegos excesivos que favorecen

el desarrollo de hongos de raiz y tallo aun en suelo esterilizado.
4.4.3. Bioensayos de monocerina en plantulas

Las plantulas en etapa de desarrollo V4 (se eliminaron las dos hojas inferiores
para que el tallo quedara bien sumergido) del diferencial A619ht4 y CML495, para
la absorcion de la toxina a través de los haces vasculares en tubos de ensayo,
mostraron: En el tratamiento 1, la toxina pura fue muy potente y no se apreciaban
diferencias entre los genotipos resistente y susceptible, mientras que, el
tratamiento 2, con la toxina purificada mostro las diferencias esperadas, en el
genotipo susceptible A619ht4 se observd plantas marchitas afectadas por
monocerina (Figura 13) y en el genotipo resistente CML495 no se mostrd
marchitamiento (Figura 14), similar a los controles de solo medio Fries y Agua.
También el tratamiento 3 con solo medio Fries modificado al 10 % de sacarosa
fue liofilizado y llevo el mismo procedimiento de purificacidn que la toxina, asi
como el control 4 con solo agua para observar si el metanol utilizado como

disolvente tenia algun efecto en las plantulas.
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FP Toxina pura [P Medio Fries

Figura 13. Bioensayo de la toxina monocerina en genotipo A619ht4 susceptible
a E. turcicum con 4 tratamientos a las 48 h de incubacion: a). Toxina pura, b).
Purificacion de la toxina utilizando metanol como disolvente, c¢) Solo medio Fries
modificado, d) Control con solo agua. Nétese: El tratamiento con solo medio Fries
(c) que no muestra marchitamiento y se observa similar al tratamiento control (d).

Figura 14. Bioensayo de la toxina monocerina en genotipo CML495 resistente a
E. turcicum con 4 tratamientos: a). Toxina pura, b). Purificacion de la toxina
utilizando metanol como disolvente, ¢) Solo medio Fries modificado, d) Control
con solo agua. Nétese: El tratamiento con toxina pura (a) muestra hojas con
puntas quemadas aun en genotipo resistente y cuando la toxina se purificé (b) no
se observa marchitamiento con similitud a los controles (c y d).
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4.5. Discusion

El protocolo para la evaluacion de la toxina monocerina producida con
asilamientos de lesiones con E. turcicum en hojas de maiz desarrollado en este
estudio, ayudara a realizar bioensayos con otras toxinas causantes de tizones
foliares, tal es el caso del complejo de la mancha de asfalto (CMA, en inglés Tar
Spot Complex, TSC) que es la enfermedad mas perjudicial para la produccion
actual del maiz en México y otros paises de Centro América y el norte de
Sudamérica, causando pérdidas de hasta 90 % (Mahuku et al., 2013). EI CMA es
una enfermedad producida por la interaccion sinérgica de tres hongos:
Phyllachora maydis (Maublanc, 1904), Monographella maydis (Mtller y Samuels,
1984) y el hiperparasito Coniothyrium phyllachorae (Maublanc, 1904), cuyo papel
en la etiologia de la enfermedad aun se desconoce. De acuerdo con reportes
recientes P. maydis esta presente en los Estados Unidos (Ruhl et al., 2016) y en
la regién de los Valles Altos de Toluca, estado de México, donde no se habia
divulgado anteriormente (Rios-Herrera et al., 2016). Los genotipos susceptibles
pueden marchitarse por completo de 8 a 14 dias después de ser infectados, lo
gue hace pensar que el complejo en condiciones favorables produce sustancias
toxicas para las plantas principalmente por M. maydis. También podria ser Uutil
para evaluacion del tizon surefio causado por Bipolaris maydis (antes
Helminthosporium maydis) que produce la toxina T, atacando al maiz con
citoplasma androestéril del tipo Texas (Gengenbach y Green, 1975). Asi como,
la mancha gris causada por Cercospora spp. que producen la toxina cercosporina
(Williamson y Scandalios, 1992) y Cochliobolus carbonum (anamorfo: Bipolaris
zeicola) que produce la toxina HC (Brosch et al., 1995), entre otras toxinas que

afectan la produccién potencial del maiz.

4.6. Conclusiones

Se necesitan hacer mas pruebas y secuenciar la toxina para confirmar la
presencia de monocerina en los bioensayos con plantulas, que garanticen la

reaccion correcta por fitotoxicidad para identificar maices tolerantes.
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Capitulo 5: LINEAS DE MAIZ CON RESISTENCIA
MONOGENICAS Y POLIGENICAS A Exserohilum
turcicum

5.1. Resumen

La resistencia monogénica a E. turcicum, se obtiene de los genes Ht (Ht1, Ht2,
Ht3, NtN, Htm, HtP, NtNB) La principal desventaja es que puede romperse
facilmente con la aparicion de nuevas razas. La resistencia poligénica opera
contra varias razas del patdgeno. Varios autores recomiendan la combinacion de
ambas resistencias en la misma planta. El objetivo de este estudio fue identificar
lineas con resistencia monogénica a las razas 2, 3, 23, 3n, 23ny 123N en maices
de CIMMYT con resistencia poligénica al tizén foliar. Los resultados identificaron
10 lineas con resistencia monogénica y poligénica al patégeno. Los analisis de
correlaciéon entre la virulencia y la toxina secretada por el hongo muestran por
debajo de la curva a las lineas CML543, CML583, CML547, CML540, y CML549
gue pueden ser Utiles en los programas de mejoramiento genético y molecular

para su revalidacion e incorporacion.

5.2. Introduccién

El tizon foliar por turcicum (en inglés Turcicum leaf blight, TLB), también conocido
como el tizén nortefio de la hoja de maiz (Zeas mays L.) (en inglés Northern corn
leaf blight, NCLB) causado por el hongo Exserohilum turcicum (Leonard &
Suggs), Teleomorfo: Setosphaeria turcica (Luttrell), es un ascomiceto
hemibiotréfico con distribucién cosmopolita (Hughes y Hooker, 1971). En ciclos
agricola recientes con temperatura entre 20 y 25 °C (Levy y Cohen, 1983) se ha
reportado el aumento de la incidencia y virulencia de E. turcicum en México
(Orduiio-Cota et al., 2014; Félix-Gastélum et al., 2017), asi como la asociacion

con otros patdégenos, tales como: Puccinia sorghi (Sartori et al, 2017),
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Cercospora zeae-maydis, Curvularia lunata (Li et al., 2013), Physoderma maydis
(Adipala et al., 1994) y Phyllachora maydis (Loladze et al., 2019).

Las razas fisiologicas de E. turcicum se denominan en base a los monogenes
resistentes Ht (por su nombre anterior Helminthosporium turcicum, Passerini).
Algunas cepas de E. turcicum secretan la toxina no especifica llamada
monocerina (Robeson y Strobel, 1982), causando fitotoxicidad por la inhibicion
de la sintesis de clorofila y reduccién del tamafio de las raices en plantas de maiz
susceptibles, a través de los haces basculares que promueven la pudricion del
tallo y mazorca (Bashan et al., 1995; Cuq et al., 1993; Zhang et al., 2007).

La resistencia cualitativa, vertical, monogénica o especifica a razas de E.
turcicum, se dispone de los genes Ht (Htl, Ht2, Ht3, NtN, Htm, HtP, NtNB)
(Hooker, 1963, 1977, 1981; Gevers,1975; Robbins y Warren, 1993; Ogliari et al.,
2005; Wang et al., 2012) que inhiben el desarrollo del tizon foliar, evitando la
esporulacion del hongo o retardando las lesiones de la enfermedad. También la
fitoalexina DIMBOA es disponible con este caracter (Ahmad et al., 2011; Miki¢ y
Ahmad, 2018; Rostas, 2007). La principal desventaja de la resistencia
monogeénica es que puede romperse facilmente con la aparicion de nuevas razas

con virulencia diferente (Niks y Lindhout, 2004).

Respecto, a la resistencia cuantitativa, horizontal, poligénica o no especifica a
razas, es aquella que confiere una proteccién incompleta, pero permanente
(Agrios, 2005). La resistencia poligénica es mas dificil de manejar que la
monogenica, ya que, en la misma planta, participan multiples genes con variacion
continta (Paliwal, 2001). Las ventajas de la resistencia cuantitativa es que opera
contra varias razas del patégeno, tiene mayor estabilidad y durabilidad, debido al
efecto amortiguador del sistema poligénico por la presencia de los genes
menores de efecto aditivo (Paliwal, 2001).

Finalmente, para el cultivo de maiz, Vanderplank (2012) sefala que las
resistencias cualitativa y cuantitativa pueden coexistir en la misma planta. Renfro

(1985), recomienda la combinacion de las dos resistencias operando de forma
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conjunta. Ambas resistencias pueden ser heredadas por programas de
mejoramiento dependiendo de la estructura de la poblacién y la capacidad
evolutiva del patégeno (Galiano-Carneiro y Miedaner, 2017). El objetivo de este
estudio fue identificar maices con resistencia monogénica a las razas 2, 3, 23,
3n, 23n y 123N identificadas en los estudios de diversidad racial de E. turcicum
en los ciclos agricolas 2010-2019 de los principales estados productores de maiz
en México. En 60 lineas endogamicas con resistencia poligénica previamente
caracterizadas a la reaccion de la enfermedad del tizén en varios campos
experimentales por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT). También se evaluaron las lineas contra la toxina monocerina para
observar la correlacion entre la virulencia causada por el hongo y la toxicidad por

monocerina.

5.3. Materiales y métodos

5.3.1. Aislamientos de E. turcicum

Seis razas fisiologicas (2, 3, 23, 3n, 23n, 123N), identificadas en el estudio de la
distribucién poblacional de E. turcicum presente en México, 2019 (Cuadro 11),
se sembraron en placas Petri con jugo V8 al 5% que contiene en 1 L: 5 ml de
jugo de verduras V8 (Herdez), 5 gr de carbonato de calcio (JT Baker), 15 gr de
Agar bacterioldgico (BD Bioxon) y 0.1 gr de Chloramphenicol (SIGMA) para inhibir
el crecimiento bacteriano. Las placas se incubaron en condiciones de 25 °C con
12 horas luz por 7 dias (Japheth y Carl, 2018).



Cuadro 11. Razas fisiolégicas de E. turcicum utilizadas en los bioensayos con el
hongo E. turcicum y la toxina monocerina.

Raza de E. Nombre Region en

turcicum de cepa* Localidad México Ambiente

2 JAL19-05 Jalisco Occidente Subtropical

3 GUA19-05 Guanajuato Occidente Subtropical

23 BA19-01 Estado de México Centro Templado

3n TAM19-05 Tamaulipas Noreste Subtropical
23n AF19-03 Veracruz Sureste Tropical

123N SIN19-04 Sinaloa Noroeste Subtropical

*Las cepas fueron de aislamientos puros obtenidos en el ciclo agricola 2019.

5.3.2. Toxina monocerina

Los aislamientos fueron trasferidos con un sacabocados, colocando 3 discos (0.5
cm de diametro) a matraces de capacidad de 500 ml con 300 ml de la solucién
nutritiva liquida modificada (medio Fries), que contiene en 1L: 10 g de sacarosa,
1 g de tartrato de amonio dibasico, 1 g de nitrato de amonio (NHsNOs3), 1 g de
fosfato de potasio monobésico (KH2P04), 0.5 g de sulfato de magnesio (MgSO04
7H20), 0.1 g de cloruro de sodio (NaCl), 0.1 g de cloruro de calcio dihidratado
(CaClz2 2H20) y 0.5 g de extracto de levadura (Figura 15).

Después de 21 dias de crecimiento en la oscuridad a 25 °C se purificé y extrajo
la toxina (Zhang et al., 2007, 2012; Gu et al., 2014; Li et al., 2016). Filtrando los
cultivos con una gasa de 4 capas para eliminar el micelio. Los 300 ml del filtrado
se dividieron en 6 tubos con 50 ml y se congelaron a -80 °C por 12 horas para
liofilizar hasta llegar al 10 % del volumen inicial. Se agregd 20 ml de metanol y se
almacenaron los tubos cerrados durante una noche a 4 °C. Posteriormente se
centrifugaron dos veces a 2, 000 rpm x 10 min para asentar los residuos del
medio Fries. El sobrenadante se extrajo y se coloc6 en un tubo nuevo dentro de
campana de extraccion para evaporar el disolvente a 45 °C. Se aforé a 50 ml con

agua destilada estéril para resuspender la toxina y colocando en el agitador



vortex por 10 segundos antes de utilizar en los bioensayos (Bashany Levy, 1992;
Fan et al., 2008; Li et al., 2016; Wang et al., 2010).

Figura 15. Desarrollo de las seis razas fisiologicas (2, 3, 23, 3N, 23N, 123N) en
el medio nutritivo Fries modificado para la produccion de la toxina monocerina.
Noétese, al inicio el control con solo medio Fries sin desarrollo del hongo.

5.3.3. Material genético

Se seleccionaron un total de 60 lineas endogamicas (20 lineas con adaptacion
tropical, 15 subtropical, 16 templada, 1 testigos resistente y 8 susceptibles)
previamente caracterizadas a la reaccion de la enfermedad del tizén foliar en
varios campos con alta incidencia de la enfermedad en forma natural por el
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo, CIMMYT (Cuadro 12).
Las lineas se sembraron en invernadero en tres macetas de 5 x 5 cm con 3
semillas (para al final solo dejar una semilla por maceta), dentro de charolas
negras de plastico de 50 x 30 cm para inocular una cepa por charola a
temperatura de 27 °C dia'y 18 °C noches (Carson y Van, 1994). A las plantas se
les fertilizé con Ultrasol 18-18-18 (N-P-K) al momento de la siembra y a los 14
dias (Japheth y Carl, 2018).



Cuadro 12. Lista de 60 lineas endogamicas previamente caracterizadas a la reaccion de la enfermedad del tizon foliar en
varios campos experimentales por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT).

Numero Nombre Germoplasma Color de Madurez Ambiente R_eaccnon a
grano E. turcicum en campo
1 CML451 NPH-28-1/G25 Amarillo Tardia Tropical Resistente
2 CML474 SW92145-2EV Amarillo Intermedia Tropical Resistente
3 CML491 6207QB/6207QA Blanco Tardia Tropical Resistente
4 CML495 PNVABCOSD/NPH Blanco Tardia Tropical Resistente
5 CML497 CL00331 Amarillo Intermedia Tropical Resistente
6 CML498 CML265/CL00303/CML264 Blanco Intermedia Tropical Resistente
7 CML501 CL02709 Amarillo Intermedia Tropical Resistente
8 CML503 CML176/CML264 Blanco Intermedia Tropical Resistente
9 CML549 CML498/CLRCW36 Blanco Tardia Tropical Resistente
10 CML554 CML491/CLQRCWQ13 Blanco Tardia Tropical Resistente
11 CML573 CML495/CML401 Blanco Tardia Tropical Resistente
12 CML576 CLFAWW11/CML494 Blanco Intermedia Tropical Resistente
13 CML577 CML454/CML451 Amarillo Intermedia Tropical Resistente
14 CML596 CL04325/CML401 Blanco Intermedia Tropical Resistente
15 CML597 CML285/CL00356 Amarillo Intermedia Tropical Resistente
16 CML598 CML413/CML287 Amarillo Intermedia Tropical Resistente
17 CML599 P390AM Amarillo Intermedia Tropical Resistente
18 CML600 CLRCWS88/CLRCW96 Blanco Intermedia Tropical Resistente
19 CML601 CLRCW79/CLRCW98 Blanco Tardia Tropical Resistente
20 CML602 CLRCY040/CML451 Amarillo Tardia Tropical Resistente
21 CML202 ZSR923 Blanco Tardia Subtropical Resistente
22 CML370 MBRETW Blanco Intermedia Subtropical Resistente
23 CML384 P502-C1 Blanco Tardia Subtropical Resistente
24 CML483 P502-C2 Blanco Tardia Subtropical Resistente
25 CML484 MBRETW-C1 Blanco Tardia Subtropical Resistente
26 CML513 ZSR923 Blanco Tardia Subtropical Resistente
27 CML514 7794-4 Blanco Tardia Subtropical Resistente



28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

CML517
CML519
CML540
CML543
CML544
CML545
CML547
CML585
CML457
CML459
CML463
CML464
CML524
CML525
CML526
CML528
CML529
CML558
CML561
CML583
CML594
CML595
CHWTI23
CHWTIS9
89LMBR
LPSF96
CML154
CML423
DTMAS85
CML326
CML240
CML245
CML349

S89500-F2

P502-C1

INTA-F2
CML202/CML395
CML395/CML444/Tuxp
CML312/CML445/Tuxp
DRB-F2
KILIMAST94/M37W/ZM607
P87-C5

P940/P87-C4
G9A-C6-RL6
G9A-C6-HS3
CML242/CML176QPM
CML244/CML176QPM
CML246/CML176QPM
CML352/CML176QPM
CML354/CML176QPM
G9A-C7/SR-FS89
G9A-C7/SR-FS59
POOL9Ac7

P86-C5

P88-C3
B.l.Z.T.R.L.PR93
G31*G32/CML-349
89(L/LMBR)11-F2

La Posta Seq C7-F96
EV8762SR-17-1-B
G18-C19-HS100-4-1-1-B
200-6 x GUAT189xP84cl
P45-C6-F6
P85-C3-FS50
P86-CO-FS77
HTBA89-136-

Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Amarillo
Amarillo
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Blanco
Amarillo
Amarillo
Amarillo
Blanco
Amarillo
Blanco

Intermedia
Tardia
Precoz
Tardia

Intermedia
Precoz

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia
Tardia
Tardia
Precoz
Precoz
Precoz
Precoz
Precoz
Tardia

Intermedia

Intermedia
Precoz
Tardia

Intermedia

Intermedia

Intermedia

Intermedia
Tardia
Precoz

Intermedia

Intermedia
Precoz
Precoz
Precoz

Subtropical
Subtropical
Subtropical
Subtropical
Subtropical
Subtropical
Subtropical
Subtropical
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Templado
Subtropical
Tropical
Tropical
Tropical
Subtropical
Subtropical
Templado
Templado
Templado

Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Testigo resistente
Testigo susceptible
Testigo susceptible
Testigo susceptible
Testigo susceptible
Testigo susceptible
Testigo susceptible
Testigo susceptible
Testigo susceptible




5.3.4. Bioensayos con el hongo E. turcicum

Los conidios se obtuvieron enjuagando las placas Petri con 15 ml de agua
destilada estéril con 10 ul I1t-1 con Tween 20 para dispersar y adherir los conidios
a las hojas de maiz. La concentracion de la suspension conidial se ajusté usando

una camara de Bauer a 2 x 10 conidios ml* (Muiru et al., 2010).

Las plantas de 14 dias (3 hojas), se inocularon en la copa de las plantulas con
200 pl de la dilucién conidial utilizando una pipeta. Posteriormente, las plantas
inoculadas se colocaron en una camara de humedad durante 24 h (Japheth y
Carl, 2018). La temperatura se modifico a 24 - 25 °C diay 18 - 16 °C noches, con
sombra durante el dia manteniendo una iluminacién de 100 - 200 W/m? (Carson
y Van, 1994).

Las evaluaciones de la reaccion de E. turcicum se realizaron a los 14 dias
después de la inoculacién (28 dias después de la siembra) con una escala visual
de 0 a 5, donde 0 a 3 es resistentes (R) y 4 a 5 son susceptibles (S) en los
diferenciales Ht (Muiru et al., 2010).

5.3.5. Bioensayos con latoxina monocerina

Se colocaron tres plantulas en etapa de desarrollo V4 de las 60 lineas
endogamicas, cortando el tallo para la absorcion a través de los haces vasculares
en tubos de ensayo de 15 ml. a una temperatura de 25 °C y 24 h luz para acelerar
la transpiracion de la plantula y la absorcion de la toxina purificada obtenida de

las 6 razas de E. turcicum.

Posteriormente a las 24, 48 y 72 horas, se evaluo en la escala de 1 a 5 (1
=plantula sana, 2 = plantula marchita, 3 = plantula con hoja enrollada, 4 = plantula

con punta guemada en las hojas y 5 = plantula completamente quemada).



5.4. Resultados

5.4.1. Reaccioén de virulencia

En las evaluaciones de reaccion de infeccion por el hongo E. turcicum, la linea
tropical CML474 y subtropical CML483, mostraron inmunidad a la virulencia de
las 6 razas fisiologicas (2, 3, 23, 3N, 23N y 123N), asi como las lineas con
adaptacion tropical CML491, CML495 y CML549; subtropical CML517, CML540,
CML543 y CML547; templado CML583 mostraron resistencia con lesiones
cloréticas y sin esporulacion. El testigo resistente (89LMBR) utilizado en los
ensayos de evaluacion del tizén foliar en campos de CIMMYT, mostro lesiones
necréticas limitadas sin esporulacion. Los testigos susceptibles (LPSF96,
CML154, CML423, CML326) mostraron lesiones tipicas de E. turcicum desde los
10 dias después de la inoculacién, mientras las lineas DTMA85, CML240,

CML245 y CML349 mostraron tolerancia a las razas 2 (Figura 16 y Cuadro 13).

2

DTMA85 CML326 CML240 CML245 CML349

89LMBR LPSF96 CML154 CML423

Figura 16. Reaccion de infeccion en las lineas resistentes (parte superior) y
testigos a E. turcicum (parte inferior). Notese: La inmunidad en la CML474 y
CMLA483, asi como las lineas resistentes que superaron al testigo 89LMBR.



Cuadro 13. Reaccion de infeccion en las 60 lineas endogamicas de CIMMYT a
las 6 razas (2, 3, 23, 3N, 23N y 123N) de E. turcicum presentes en México, 2019.

Reaccion a las razas fisiologicas de E. turcicum
en escalalab (1=resistente y 5= susceptible)

Numero Nombre Raza Raza Raza Raza Raza Raza
5 3 23 3N 23N 123N
1 CML451 2 4 3 4 4 4
2 CMLA474 1 1 2 2 2 2
3 CML491 2 2 3 3 3 3
4 CML495 2 2 2 2 3 3
5 CML497 3 2 4 4 4 4
6 CML498 4 4 5 4 5 4
7 CML501 3 4 4 4 5 4
8 CML503 4 4 4 4 4 4
9 CML549 2 3 2 3 3 3
10 CML554 5 4 5 3 5 4
11 CML573 3 3 4 4 4 3
12 CML576 3 3 4 5 4 5
13 CML577 3 3 4 4 4 3
14 CML596 4 4 4 4 4 3
15 CML597 5 4 5 4 5 4
16 CML598 4 3 4 3 4 3
17 CML599 5 4 5 4 5 4
18 CML600 3 4 5 4 5 4
19 CML601 4 4 4 4 4 4
20 CML602 4 3 5 4 5 3
21 CML202 5 4 5 4 5 2
22 CML370 5 3 5 3 5 4
23 CML384 3 4 4 4 4 4
24 CML483 2 2 2 2 2 2
o5 CML484 3 4 4 4 4 4
26 CML513 5 4 5 4 5 5
27 CML514 4 5 4 4 4 4
o8 CML517 3 3 3 3 3 3
29 CML519 2 4 4 4 5 4
30 CML540 2 3 3 3 2 3
31 CML543 3 2 3 2 3 2
32 CML544 3 3 3 4 3 4
33 CML545 4 4 2 4 5 4
34 CML547 3 3 3 2 3 2
35 CML585 4 3 4 4 4 4
36 CML457 4 4 5 4 4 4
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37 CML459 4 4 4 5 4 5
38 CML463 4 4 4 4 4 5
39 CML464 4 2 4 3 4 4
40 CML524 2 4 2 4 4 4
41 CML525 3 4 3 4 4 5
42 CML526 4 5 5 5 5 5
43 CML528 4 4 4 4 4 4
44 CML529 2 4 2 4 1 4
45 CML558 4 3 4 4 4 4
46 CML561 4 3 4 3 4 4
47 CML583 3 2 3 2 3 2
48 CML594 4 4 4 2 4 4
49 CML595 4 2 4 4 4 4
50 CHWTIZ23 5 4 5 4 5 4
51 CHWTIS9 4 4 4 4 4 4
52 89LMBR 3 3 3 3 3 3
53 LPSF96 5 5 5 5 5 5
54 CML154 5 5 5 5 5 5
55 CML423 5 5 5 5 5 5
56 DTMAS85 3 4 5 5 4 5
57 CML326 5 5 5 5 5 5
58 CML240 3 4 5 5 4 5
59 CML245 3 4 5 5 5 5
60 CML349 3 4 5 5 5 5

5.4.2. Reaccién de toxicidad

Las reacciones de la fitotoxicidad por monocerina en las 60 lineas endogamicas
de CIMMYT se mostraron desde las 24 horas después de la incubacion (Figura
17). Posteriormente con el objetivo de correlacionar la toxicidad por monocerina
y la virulencia por el hongo E. turcicum, asi como seleccionar las lineas con
resistencia monogénica y poligénica se compararon las 10 lineas con resistencia
a las razas (2, 3, 23, 3n, 23n, 123N) de E. turcicum (Cuadro 14). EIl grafico
estadistico de correlacion entre la virulencia y la toxicidad mostré un ajuste del
46 % (Figura 18).
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Figura 17. Bioensayos in vitro con la toxina monocerina en 60 genotipos
previamente evaluados en campo a la reaccion de E. turcicum.

Cuadro 14. Medias de la virulencia causada por el hongo E. turcicum y toxicidad
por monocerina en 10 lineas con resistencia monogénica y poligénica a las razas

(2, 3, 23, 3N, 23N y 123N).

Numero Nombre Germoplasma Virulencia (1 a 5) Toxicidad (%)
1 CML543 CML202/CML395 2.4 20
2 CML583 POOL9ACc7 2.4 30
3 CML547 DRB-F2 2.6 30
4 CML540 INTA-F2 2.8 30
5 CML549 CML498/CLRCW36 3.0 30
6 CML474 SW92145-2EV 1.8 40
7 CML483 P502-C2 2.0 50
8 CML495 PNVABCOSD/NPH 2.5 50
9 CML491 6207QB/6207QA 2.8 60
10 CML517 S89500-F2 3.0 60

Testigo  CML326 P45-C6-F6 5.0 90

*Las medias se obtuvieron de las evaluaciones de 60 lineas con resistencia poligénica
de CIMMYT y seis razas fisiologicas de E. turcicum presentes en los principales estados

productores de maiz en México, 2019.
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Figura 18. Correlacién entre la virulencia causado por E. turcicum y la toxicidad
por monocerina. Los valores usados fueron las medias de 60 lineas de CIMMYT
con resistencia poligénica a tizon foliar en campo.

5.5. Discusion

En este estudio se evaluaron 60 lineas endogamicas de CIMMYT, de las cuales
se identificaron 10 lineas (CML543, CML583, CML547, CML540, CML549,
CML474, CML483, CML495, CML491, CML517) con resistencia monogénica y
poligénica al hogo E. turcicum causante del tizon foliar en maiz. Las lineas
CML474 y CML438 mostraron inmunidad al patdogeno, mientras que la linea

CML503 no mostro fitotoxicidad a monocerina.

Respecto a la correlacién entre la virulencia causada por el hongo y toxicidad por
monocerina, las lineas CML543, CML583, CML547, CML540, y CML549 se
mostraron por debajo de la curva. Estas lineas pueden ser utilizadas para
incorporar en los programas de mejoramiento y estudios moleculares. Asi como

la CML326 que resulté altamente susceptible, puede ser util de control positivo.
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5.6. Conclusiones

El uso de hibridos con resistencia genética a los patdogenos suele ser la forma
mas econdémica y ecoldgica para la produccion potencial del cultivo de maiz en
México. Las lineas endogamicas (CML543, CML583, CML547, CML540,
CML549, CML474, CML483, CML495, CML491, CML517) con resistencia
monogénica y poligénica, ademas de amplia aptitud combinatoria, ya estan
disponibles gratuitamente en https://www.cimmyt.org/resources/seed-request/
para su uso en los programas de mejoramiento genético y molecular. Para mas
informacion relacionada a las lineas pude consultar en la pagina web
https://data.cimmyt.org/dataset.xhtml?persistentld=hdl:11529/10246.
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