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RESUMEN

El hongo Sphacelotheca reiliana es el agente causal de la enfermedad conocida como el
carbon de la espiga del maiz. Los factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad
son entre otros la humedad y temperatura del suelo. Al tener mayor estrés por sequia hay
mas probabilidades de que desarrolle la infeccidn en las plantas. La finalidad de este trabajo
es mejorar el procedimiento de inoculacion de carbon de la espiga en el maiz con
Sphacelotheca reiliana para identificar germoplasma susceptible y resistente a la
enfermedad. Se introdujo 1.5 gr de esporas en un pellet de sustrato de fibra de coco. El
experimento se sembrd en dos fases: la primera se sembré en un suelo libre de esporas que
causan la enfermedad del carbon de la espiga, se sembraron tres hibridos susceptibles y una
linea pura susceptible a los 15, 20, 25 y 30 dias después de la inoculacion. La segunda fase,
se sembrd en un predio con registro de la enfermedad, en tres fechas de siembra. Se
sembraron 15 hibridos con cinco repeticiones (cuatro con inoculacion y un testigo).
Durante la etapa de madurez de la planta, se examino la espiga y la mazorca para encontrar
malformaciones y se obtuvo el total de plantas infectadas. La fase 1 mostré que a los 25
dias después de la inoculacion todos los hibridos muestran la mayor infeccion. En la fase 2,
se encontrd que el mayor porcentaje de infeccion se observo en la primera fecha con un
promedio de 32.5 % en la segunda fecha con un promedio de 19.1% vy la tercera fecha con
un promedio de 0.0002%. Los hibridos experimentales presentaron los mas altos
porcentajes de infeccidn, en tanto que los hibridos DK2017 y DK2061 mostraron los
valores méas bajos de infeccidén. ElI método de inoculacion propuesto funciona mejor a bajo
costo y menor infraestructura comparado con los reportados en la literatura. La fecha de

siembra influye en el desarrollo de la infeccidn.
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ABSTRACT

The fungus Sphacelotheca reiliana is the causal agent of the disease known as head smut in
maize. The factors that influence the development of the disease are, among others soil
moisture and temperature. Having more stress due to drought there is more probabilities to
develop the infection in plants. The purpose of this work is to improve the inoculation
procedure of head smut in maize with Sphacelotheca reiliana to identify germplasm
susceptible and resistant to the disease. 1.5 g of spores was introduced into a coconut fiber
substrate pellet. The experiment was planted in two phases: the first was planted in a soil
free of spores that cause head smut disease, three susceptible hybrids and a pure line
susceptible were sown at 15, 20, 25 and 30 days after inoculation. The second phase was
planted in a field with disease register, in three sowing dates. Fifteen hybrids were planted
with five replicates (four with inoculation and one control). During the stage of plant
maturity, the tassels and corn cobs were examined to find malformations and the total
number of infected plants was obtained. Phase 1 showed that 25 days after inoculation, all
the hybrids showed the highest infection. In phase 2, it was found that the highest
percentage of infection was observed on the first date with an average of 32.5% on the
second date with an average of 19.1% and the third date with an average of 0.0002%. The
experimental hybrids presented the highest percentage of infection, while the hybrids
DK2017 and DK2061 showed the lowest percentage of infection. The proposed inoculation
method works better at low cost and less infrastructure compared with reported in the

literature. Sowing date influences the development of infection.
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I. INTRODUCCION

El carbon de la espiga es una enfermedad de importancia econdmica a nivel mundial que
afecta al maiz. Es causada por Sphacelotheca reiliana. Es un patdgeno biotrofico, que
puede infectar el maiz por la invasion de la raiz durante la etapa inicial de las plantulas,
destruye la inflorescencia masculina y femenina sustituyéndolas por una masa polvorienta

de esporas (Zhang y cols, 2013).

Se tiene registro de carbon de la espiga en todas las zonas productoras de maiz a nivel
mundial con diferente nivel de contaminacion, lo que causa enormes pérdidas econémicas a
los agricultores (Yu y cols, 2014). Desde la década de 80s, se ha convertido en una
limitante en la produccion de semilla y grano comercial de maiz. Se tiene registro de hasta
80% de contaminacion y peérdidas de rendimiento (Lubberstedt y cols, 1999; Yu y cols,
2014).

En México, esta enfermedad se encuentra presente en los estados de Jalisco, Durango,
Chihuahua, Hidalgo, Puebla, Querétaro, Guanajuato, Michoacan, Oaxaca, Sonora,
Tamaulipas y Aguascalientes (Aquino y cols, 2011; Quezada y cols, 2013). En el estado de
México se ha estimado una reduccion en el rendimiento hasta del 15 % en variedades e
hibridos susceptibles, en el Bajio, ocasiono pérdidas del 30% (CESAVEM, 2015; Ramirez
y cols, 2011). Recientemente la enfermedad se ha reportado en teocintle y en cultivares
criollos poniendo en riesgo la diversidad genética del maiz. En México la incidencia oscila
desde 0.1 hasta 40% (Ramirez y cols, 2011).

Las esporas son viables en el suelo hasta por 10 afios (Sanchez Pale y cols, 2015).
Temperaturas en el suelo entre 21 y 28 °C y humedad entre 15 y 25 % favorecen la
infeccidén (Pataky, 1999; Ramirez y cols, 2011). Con los recientes cambios climaticos se
estan favoreciendo las condiciones ideales para el desarrollo de la enfermedad en zonas que

no se tenia registro.

Es una enfermedad sistémica que afecta la espiga con deformacidn y crecimiento excesivo.
Se manifiesta en mazorcas pequefias, suaves y redondas donde el grano es remplazado

parcial o totalmente por una masa polvorienta negra o soros (esporas del hongo), esta
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cubierta por la hoja del maiz. Los soros son estructuras fructiferas que contienen
teliosporas, las cuales en el siguiente ciclo de cultivo germinan en el suelo, que penetra la
raiz de las plantulas de maiz e invade los tejidos en forma sistémica hasta llegar al
meristemo apical (Martinez y cols, 1999).

La principal estrategia para controlar la enfermedad es la aplicacion de fungicidas a la
semilla para evitar que el patdgeno entre en contacto con el huésped (Aquino Martinez y
cols, 2011; Alvarez Cervantes y cols, 2016). Existen varias recomendaciones para el
manejo de la enfermedad, entre las que destacan la rotacion de cultivos, sin embargo, ni los
tratamientos ni las recomendaciones controlan la enfermedad (Wright y cols, 2006; Prom y
cols, 2014).

La resistencia genética es la alternativa mas factible y econémica para el manejo de la
enfermedad, pero es necesario desarrollar un hibrido tolerante de maiz con alto rendimiento

(Aquino y cols, 2011; Zuo y cols, 2015; Alvarez Cervantes y cols, 2016).

Se han intentado varios métodos de inoculacion artificial. Que van desde la siembra con
mezclas de las esporas en el suelo hasta la inoculacion de esporas dentro de la semilla con
distintas técnicas (Quezada Salinas y cols, 2013). Pero con todas estas técnicas se han
encontrado porcentajes muy variables de infeccion, lo que limita su uso y reproducibilidad

en campo.

Por lo tanto, si los resultados de la inoculacion artificial son consistentes con los obtenidos
en condiciones de infeccion natural, se podria seleccionar variedades que sean resistentes a

la enfermedad del carbdn de la espiga.



Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Historicamente las enfermedades y su dinamica han sido limitantes de la productividad
agricola. La introduccion de materiales extranjeros principalmente de origen tropical a
México durante la década de los sesenta y setenta, aunado a las condiciones climéticas
favorables, propicio que en los ochentas se manifestara el carbon de la espiga.

Aungue la enfermedad no se clasifica como devastadora, tiene grandes pérdidas econémica,
afectando todas las variedades de maiz, se presentan perdidas que pueden alcanzar 40% del
rendimiento de grano, al momento, no existen muchas lineas de maiz inmunes a la

infeccion por Sphacelotheca reiliana.

El control quimico del patogeno se basa en el tratamiento a la semilla con fungicidas

sistémicos, el cual es costoso y no elimina por completo al hongo.

Sin embargo, por razones ecologicas y econdmicas, la resistencia genética es la alternativa
mas factible para el manejo de la enfermedad, pero es necesario identificar los genotipos de
maiz con alto rendimiento y respuesta al carbdn. Por ello se requieren técnicas de

inoculacion efectiva para promover la infeccion del hospedante por el patégeno

Por lo anterior, encontrar un método efectivo para la inoculacion de éste patégeno permitira

identificar germoplasma susceptible y resistente al carbon de la espiga en maiz



I11. OBJETIVOS
General

e Desarrollar un procedimiento eficaz de inoculacion al carbon de la espiga del maiz
con Sphacelotheca reiliana para identificar germoplasma susceptible y resistente a
la enfermedad.

Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto de fechas de siembra despues de la inoculacion en el sustrato y su

relacion con el grado de infeccion de plantas susceptibles.

e Evaluar el comportamiento de hibridos comerciales susceptibles a carbon de la

espiga con y sin inoculo



IV. HIPOTESIS

Si se mejora el procedimiento de inoculacion a carbon de la espiga en maiz con
Sphacelotheca reiliana podremos identificar el germoplasma que es susceptible y resistente

a la enfermedad.



V. REVISION DE LITERATURA

Maiz y su Importancia.

El maiz, Zea mays L., es uno de los granos alimenticios mas antiguos que se conocen.
Pertenece a la familia Poaceae (Gramineas), la taxonomia del maiz se presenta en el Cuadro
1 (Valladares, 2010). Otras especies del género Zea, cominmente Ilamadas teocintle y las
especies del género Tripsacum conocidas como arrocillo o maicillo son formas silvestres
parientes del maiz. Son clasificadas como del Nuevo Mundo porque su centro de origen
esta en América (FAO, 2001).

Cuadro 1. Taxonomia del Maiz.

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales

Familia Poaceae
Género Zea

Especie mays

México es centro de diversidad genética del maiz, es el cultivo que mas se produce en el
mundo debido a sus cualidades alimenticias para la produccion de proteina animal, el
consumo humano y el uso industrial. Se ha convertido en uno de los productos mas
importantes en los mercados internacionales, por su relevancia econémica y social supera a

la de cualquier otro cultivo (Gomez Montiel y cols, 2016).

Durante el ciclo comercial 2016-2017 se alcanzo el nivel de produccién mundial mas alto
de la historia, al totalizar 1,025.6 millones de tonelada. Por lo tanto, hubo un incremento
anual de 3.2% en el consumo mundial. De esta produccion se calcula que el 61.2%
corresponde a consumo forrajero, 14.2% a consumo humano, el restante 24.6% a la
industrial y semilla. Por otro lado, en México el consumo nacional de maiz grano aumenté

0.4% a tasa anual, para ubicarse en 38.7 millones de toneladas (FIRA, 2016).



La produccion mundial para el ciclo 2016/17 indican un incremento de 5.3% respecto a la
produccion obtenida en 2015/16. Para 2016/17, el 76% de la produccion mundial de maiz
se concentrd en cinco paises: Estados Unidos (37%); China (21%); Brasil (8%) y con
menores participaciones la Unién Europea y Argentina. En otras palabras, las condiciones
climatolégicas han sido favorables en las principales regiones productoras del mundo
(USDA,; FIRA, 2016).

México es el 8vo productor y el 5to consumidor a nivel mundial, la produccion de maiz
para grano durante el afio agricola 2015 crecié a una tasa anual de 6.1% (24.69 millones de
toneladas). Diez estados concentraron aproximadamente el 80% de la produccion nacional
de maiz grano. Sinaloa se ubica como el principal productor de maiz en el pais con 21.8%
(5.3 millones de toneladas); seguido por Jalisco con 13.5% (3.3 millones de toneladas); y el
Estado de México con 8.2 % (2.0 millones de toneladas). EI 51.5% del uso del maiz es para
consumo humano Yy el 48.5% para la alimentacion animal (IACON- SAGARPA vy SIAP;
FIRA, 2016).

Principales enfermedades en el maiz.

El maiz en los ambientes tropicales es atacado por un gran nimero de patdgenos que
causan importantes dafios econdmicos a su produccion. Se estima alrededor de 130
enfermedades que afectan al maiz en los tropicos, comparadas con 85 que ocurren en los

ambientes templados (Paliwal y cols, 2001).

La guia de campo ilustrada para la identificacion de las enfermedades méas importantes del
maiz, menciona 44 enfermedades causadas por hongos, tres por bacterias, 10 por virus y

una por "mollicutes™ (De Ledn, 1984).

Algunas enfermedades son universales y ocurren en casi todos los ambientes en que se
cultiva el maiz; estas incluyen los tizones, las royas y las manchas de las hojas y del tallo y
la pudricion de la espiga. Hay algunas enfermedades que son de importancia regional pero
que pueden causar importantes pérdidas econdmicas, por ejemplo, el enanismo del maiz en

México y Latinoamérica ( Paliwal y cols, 2001).



Las que se destacan son las enfermedades provocadas por hongos, dependiendo del dafio

que provocan se puede clasificar en tres:

Pudricion de semilla, raiz, tallo y mazorca. Estas enfermedades son causadas
principalmente por complejo de hongos en las que destacan las causadas por Fusarium.

Pueden reducir el rendimiento de la planta hasta en un 40% (Quiroz Figueroa y cols, 2014).

Enfermedades foliares. Las de mayor importancia son los tizones, las manchas y las royas
de las hojas. Estas matan una importante area de la hoja y reducen de este modo la
superficie fotosintetizadora. Por lo general, la planta no muere, sin embargo, la
productividad se reduce. En el caso de los maices forrajeros, el total de materia seca
disminuye y la calidad del forraje es menor ( Paliwal y cols, 2001).

Enfermedades de la inflorescencia. Existen cinco enfermedades que afectan distintas partes
de la inflorescencia, incluyendo las flores, los ovarios en desarrollo y los granos. Estas son:
punta loca (Scleropthora macrospora), que afecta la espiga y a la planta; el carbon de la
espiga (Sphacelotheca reiliana), que afecta la espiga y la mazorca; el falso carbon
(Ustilaginoidea virens), que afecta solo la espiga; el carbén comin (Ustilago maydis) que
afecta sobre todo a la mazorca, y el cornezuelo (Claviceps gigantea) que afecta la mazorca

( Paliwal y cols, 2001; Quiroz Figueroa y cols, 2014).

Uno se los principales problemas en el pais es el carbon de la espiga, que aungue no es
considerada una enfermedad devastadora, causa graves perdidas en los rendimientos de
maiz (Alvarez Cervantes y cols, 2016). Es un problema creciente en areas de produccion de
semillas, asi como en la produccion de maiz de grano (Bernardo y cols, 1992). Puede
ocasionar dafios econdmicos significativos en zonas maiceras de altitud intermedia y clima

templado. En campos infectados puede causar hasta el 80% de pérdidas.
Enfermedad del Carbon de la Espiga.

La enfermedad en los cultivos causada por los hongos representa un gran obstaculo para la
agricultura en todo el mundo. El carbdn de la espiga es una enfermedad fungosa que afecta

todas las regiones de cultivo de maiz y maiz dulce, y constantemente causa pérdidas en las



areas infectadas (Wright y cols, 2006).

La ocurrencia de carbon de la espiga esta influenciada por condiciones ambientales en el
suelo como la humedad, temperatura y el tipo del suelo (Matyac y Kommendahl, 1985).

La diseminacion de esta enfermedad se da a través del viento, maquinaria agricola,
animales, asi como por el agua de lluvia, y esporas adheridas a la semilla del maiz e incluso
por el hombre. La rotacién de cultivos donde se presenta la enfermedad debe realizarse por
cinco afios con otros cultivos que no sean hospederos del carbon (CESAVEM, 2015).

El hongo puede permanecer hasta por 10 afios en el suelo (Sanchez Pale, 2015), asi las
plantas se infectan de la espora transmitida por el suelo durante la germinacion de la
semilla y la emergencia de las plantulas (Wright y cols, 2006). EI hongo penetra por la raiz
cuando la planta tiene una altura de 10 a 15 centimetros, (SAGARPA, 2016). La infeccion
no ocurre después de este tiempo, y no hay propagacion de la enfermedad de una planta a

otra durante la temporada de crecimiento (Wright y cols, 2006).

Entre las alternativas para el manejo de esta enfermedad se encuentra el uso de variedades
tolerantes y el tratamiento quimico de la semilla con fungicidas (SAGARPA, 2016). Tanto
el uso de las variedades de maiz tolerante como el tratamiento quimico del suelo o la
semilla han demostrado ser eficaces en el campo infectado, sin embargo, estos enfoques

solo han retrasado la propagacion del hongo. (Martinez y cols, 1999; Prom y cols, 2014).

Existen varios informes que tratan sobre el mecanismo de resistencia del maiz a esta
enfermedad, y se han identificado varias razas fisioldgicas de este hongo, un conocimiento
de la biologia del hongo es un requisito previo para el desarrollo de nuevas estrategias de

control (Martinez y cols, 1999; Diaz Franco y Montes Garcia, 2008).

Sintomas y Signos del Carbdén de la Espiga

Esta enfermedad sistémica del maiz empieza en la etapa de la plantula y permanece
asintomatica hasta que la planta alcanza su etapa reproductiva (Fench y Schultz, 2010),
ataca ambos tejidos florales masculino y femenino de la planta. El principal sintoma de esta

enfermedad es la produccién del hongo con una masa de esporas negra sustituyendo la
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mazorca y en ocasiones la espiga de la planta huésped. (Martinez y cols, 2001). La
enfermedad da como resultado la incapacidad de las plantas infectadas para producir grano
(Promy cols, 2011).

Antes de la aparicion de las esporas en la mazorca se puede observar manchas cloréticas al
reverso de las hojas y la acumulacién de antocianinas en el vastago, estos sintomas son
discretos y a menudo muy dificil de detectar en campo. Los sintomas adicionales como
retraso en el crecimiento y filodia se observan en lineas e hibridos de maiz muy

susceptibles (Martinez y cols, 2002).

La masa de esporas generalmente esta cubierta por un tejido delgado, que se rompe para
liberar las esporas secas y negras (teliosporas) que son diseminadas por el viento. Después
de la ruptura de la masa de esporas, frecuentemente se observan en una masa enmarafiada
de hilos vasculares (Davis, 2016). Al infectar la espiga o la mazorca, estas pueden tener un
crecimiento anormal y en la mazorca sustituir los granos por masas de teliosporas
(Biswanath, 2017; Davis, 2016).

En la infeccion menos severa, la mazorca puede producir algunos granos normales y otras
secciones pueden ser sustituidas por la masa de esporas. Ocasionalmente puede formarse en
las hojas donde se desarrollan como rayas delgadas que son la masa de esporas (Biswanath,
2017; Davis, 2016).

Sintomas de la espiga

e Deformacion y crecimiento excesivo

e Aparece una masa polvorienta negra, que son las esporas del hongo (Figura 1a)

Sintomas en la mazorca

e Mazorcas pequefias, abultamiento, de consistencia suave y redondas, puede
presentar malformaciones

e El grano es remplazado parcial o totalmente por una masa de esporas cubiertas por
la hoja (CIMMYT, 2014; CESAVEM, 2015; SAGARPA, 2016) (Figura 1b).
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Figura 1. Masa de esporas de carbon de la espiga. En la espiga (a) y en la mazorca (b)

Agente Causal del Carbon de la Espiga y Generalidades

Sphacelotheca reiliana es el agente causal del carbon de la espiga en el maiz. Es un hongo
basidiomiceto fitopatdgeno tanto biotrofico como dimorfico (Wollenberg y Schirawki,
2014).

Pertenece a la familia Ustilaginaceae y fue descrita por primera vez como Ustilago reiliana
(Kahn) y luego renombrada como Sphacelotheca reiliana (Kuhn). Por sus caracteristicas
genéticas observadas en diversos estudios, se clasific en el género Sporisorium con dos
subespecies: Sporisorium reilianum f. Sp. reilianum que es altamente virulento en sorgo,
pero no produce esporas en maiz y Sporisorium reilianum f. Sp. zeae que es virulento en el

maiz, pero no produce carbonizacion de la espiga en el sorgo. (Cuadro 2) (McTaggart y
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cols, 2012; Wollenberg y Schirawki, 2014; Alvarez-Cervantes y cols, 2016). Actualmente
se conoce como Sphacelotheca reiliana (Index Fungorum, 2018) y se considera como

sinbnimo Sporisorium reilianum, y no se recomienda utilizarlo.

Cuadro 2. Taxonomia de Sphacelotheca reiliana

Reino Fungi

Phylum Basidiomycota
Subphylum Ustilaginomycotina
Clase Ustilaginomycetes
Orden Ustilaginales
Familia Ustilaginaceae
Geénero Sphacelotheca
Especie Reiliana

De acuerdo con Index Fungorum, 2018

El analisis de transcriptoma de hojas de maiz colonizadas por ambos patdgenos mostré que
la mayoria de los genes son inducidos con Sporisorium reilianum f. Sp. zeae comparado
con el de Sporisorium reilianum f. Sp. reilianum, mostrando que la especificidad del
huésped esta determinada por diferentes mecanismos en el sorgo y el maiz (Alvarez-

Cervantes y cols, 2016).

Sphacelotheca reiliana al ser un hongo dimdérfico cuenta con una fase de esporidios
unicelulares saprofita y una fase multicelular de micelios filamentosos parasitarios.
(Bhaskaran y Smith, 1995; Martinez y cols, 1999). La fase esporidial es monocariotica,

mientras que la fase parasita es dicariotica (Wilson y Frederiksen, 1970).

El crecimiento esporidial se produce en varios medios de cultivo, pero el crecimiento
filamentoso invasivo se ha observado solo dentro de la planta huésped. Por lo tanto, es
esencial para la patogenicidad la conversion de esporidial a micelial (Bhaskaran y Smith,

1994). Este hongo sobrevive en el suelo en forma de teliospora.
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Las teliosporas son de forma esférica a subesféricas, equinuladas, con un diametro de 9 a
11 um, de color café amarillento, pero puede variar en un rango de palido a rojo oscuro o

negro, Figura 2 (Alvarez-Cervantes y cols 2016; French y Schultz, 2010).

Las teliosporas germinan a partir de basidios y esporidios que son unicelulares, hialinos y
de 7 a 15 um de didmetro. El carbdn de la espiga se puede diferenciar del carbon comin
por la ausencia de un prominente peridermo blanco/gris. Ademas, a diferencia de otras
especies de Ustilaginaceae tales como Ustilago maydis, Sphacelotheca reiliana sélo

infecta el maiz a través de la raiz de la planta, Figura 2 (Biswanath, 2017).

Figura 2. Teliosporas de Sphacelotheca reiliana. Longitud del esporocarpo cca. 4 cm (1.6
pulgadas). Impresion de esporas en negro. Diametro de las esporas :75 (SD = 16) x 62 (SD
= 14) micras, n = 21. Dimension de la espora 12.1 (SD = 0.8) x 10.9 (SD = 0.7) micras, Q =
1.07 (DE = 0.08), n = 30. Forma: esferica a subesférica, algunas ligeramente irregular,
minuciosamente equinulado. Motic 2B-211A, aumento 1000X.
http://eol.org/data_objects/25782432 Foto: Dr.Amadej Trnkoczy.

Las plantas solo son infectadas por las teliosporas que germinan en el suelo durante la
emergencia de las plantulas. Cuando las teliosporas germinan dan origen a un basidio,
formando basidiosporas tipo levadura. El apareamiento de células compatibles conduce a
un micelio parasitario que infecta las raices del maiz y crece hasta el apice vegetativo
(Martinez y cols, 1999).

El crecimiento del micelio hasta el meristemo apical es un paso clave en el desarrollo del
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hongo. La esporogénesis depende de la presencia en el apice del brote y, por tanto, en el
meristemo floral. Esta es también una fase importante para el cultivo debido a que el nivel
de colonizacién en el apice del brote por el hongo puede causar la destruccion parcial o
total de la mazorca después de la esporulacion, dando lugar a la pérdida de rendimiento
(Martinez y cols 1999).

Ciclo de Infeccion de la Enfermedad del Carbdn de la Espiga.

El ciclo de vida de Sphacelotheca reiliana presenta dos fases, una levadura sapréfita y una
fase parésita de micelio. La transicion entre las dos fases esta relacionada con la sexualidad
del hongo:

Q) La transicion entre la levadura y el micelio surge cuando las cepas haploides
compatibles se aparean para formar hifas dicarioticas infecciosas,
(i) La transicion del micelio diploide a la levadura haploide ocurre a través de la

meiosis durante la germinacion de teliosporas (Martinez y cols, 2002).

Sphacelotheca reiliana ocasiona una infeccion sistémica y la produccion de soros que
sustituyen parcial o totalmente a la espiga y mazorca durante la floracion. Los soros

envuelven las teliosporas del hongo (Aquino y cols, 2011).

Las teliosporas presentes en el soro de maiz contaminado son diseminadas principalmente
por el viento. Pueden permanecer en el suelo por varios afios y cuando la temperatura y la
humedad del suelo son 6ptimos germinan (Martinez y cols, 2002; Alvarez Cervantes y cols,
2016).

Al igual que en otras especies de Sphacelotheca, las teliosporas germinan en el suelo como
un basidio de cuatro cilindros (promicelio) que presenta su tabique inferior por encima de la
pared celular de las teliosporas, (Martinez y cols, 2002). El nicleo se divide por meiosis y
los cuatro nicleos resultantes pasan a las células laterales para formar cuatro basidiosporas

haploides de diferente compatibilidad sexual, Figura 3 (Alvarez Cervantes y cols, 2016).

Cada basidio germina en una gran cantidad de basidiosporas haploides, que brotan como

levadura para formar esporidios (Martinez y cols, 2002). Estos pueden permanecer en
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forma saprofita. Se dice que en este momento el hongo esta en su fase de levadura (Alvarez
Cervantes y cols, 2016).

Cuando dos levaduras con diferente compatibilidad sexual producen y reconocen
feromonas, pueden entrar en contacto con los tejidos jovenes de una planta, formando un
tubo de complementacion que permite la fusion celular (somatogamia; Figura 3), (Alvarez
Cervantes y cols, 2016).

Los esporidios haploides compatibles pueden fusionarse para dar hifas dicari6ticas
infecciosas (Martinez y cols, 2002). En este punto inicia la etapa infecciosa que esta
constituida por un micelio dicariético septado (Alvarez Cervantes y cols, 2016).

La formacion de un apresorio es crucial para la penetracion, con la produccion de enzimas
liticas. Las hifas penetran al maiz por la raiz, Sphacelotheca reiliana degrada localmente la
pared celular de la epidermis, lo que permite la penetracion por la raiz y una invasion
sistémica del maiz (Martinez y cols, 2002; Alvarez Cervantes y cols, 2016). La etapa de
infeccion ocurre en los primeros 10 a 20 dias de nacida la planta, y a 10 a 15 cm de
profundidad del suelo (SAGARPA, 2016).

En la planta, se sabe poco y la mayoria de la informacidn se refiere al estado del hongo en
la inflorescencia del maiz con carbon. (Martinez y cols, 2002). Afecta principalmente a los
organos reproductivos, ya sean masculinos o femeninos, de la planta, donde la produccion
de teliosporas en el momento de la floracién se manifiesta como masas carbonosas de
coloracién negra en la espiga y mazorcas de maiz, formando lo que cominmente se conoce
como soros o agallas (Alvarez Cervantes y cols, 2016). La esporulacion en la mazorca
puede ser independiente de los soros en la espiga, aunque las plantas con carbén apical

generalmente llenan la mazorca con teliosporas del hongo (Aquino y cols, 2011).

Sphacelotheca reiliana forma hifas espordgenas, hifas particion entre bolas de esporas e
hifas intercelulares no esporogenas. En el apice del brote vegetativo, las hifas de

Sphacelotheca reiliana se incrusta en una matriz de polisacaridos (Martinez y cols, 2002).
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Figura 3. Ciclo de vida de Sphacelotheca reiliana. Muestra dos fases, una levadura
saprofita y una fase parasita de micelio, las teliosporas son la principal fuente de difusion.
Dos levaduras compatibles pueden fusionarse para dar hifas dicarioticas infecciosas. Afecta
principalmente a los 6rganos reproductivos del maiz, donde produce teliosporas en el
momento de la floracién que se manifiestan como masas carbonosas de coloracidn negra en

la espiga y mazorcas de maiz. (Alvarez Cervantes y cols, 2016).
Factores que Favorecen el Desarrollo de Sphacelotheca reiliana

Con los datos agrondmicos disponibles para el desarrollo de la enfermedad, se sabe que se
favorece cuando hay climas secos y frios en el inicio de la temporada. Con estos climas, se
beneficia el avance de las etapas iniciales de la enfermedad y se retrasa el crecimiento de la

plantula de maiz. Una vez en la planta, los climas secos y calientes favorecen el desarrollo
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del hongo. Las temperaturas ambientales entre los 23-30 °C son Optimas para la infeccion
en el campo, probablemente debido a la maxima germinacion de las teliosporas (Martinez y
cols, 2000; CIMMYT, 2014).

El potencial hidrico es también un importante factor abidtico que afecta al desarrollo de
microorganismos en el suelo. El contenido de la humedad en el suelo entre 15-25%, es
ideal para el desarrollo de la infeccion en las plantulas. Diversos estudios han demostrado
que més plantulas de maiz se infectaron cuando el crecimiento fue en el suelo con bajo
potencial de agua. Esto tiene un efecto sobre la transicién de basidiosporas a hifas,
facilitando la fusién de cepas compatibles, Lo que conduce a una mayor gravedad de la
enfermedad (Martinez y cols, 2000; Alvarez-Cervantes y cols, 2016; CIMMYT, 2014).

Los aspectos nutricionales también son importantes, la deficiencia de nitrégeno aumenta la
infeccidn, se ha registrado como mas grave bajo condiciones de deficiencia de nitrogeno e
identificandose con una tasa de incidencia menor en suelos arcillosos que los suelos
arenosos (Alvarez-Cervantes y cols, 2016; CIMMYT, 2014).

El efecto del pH sobre el crecimiento de Sphacelotheca reiliana esta todavia en discusion
(Martinez y cols, 2000). La presencia de la enfermedad se tiene registrada principalmente

en suelos acidos.
Importancia Economica

En México, se ha reportado reduccién en el rendimiento de grano de maiz de un 15-20% a
causa de esta enfermedad en la mayoria de las variedades e hibridos comerciales (Aquino
Martinez y cols, 2011; Sanchez Pale y cols, 2015). La incidencia del carbén de la espiga en
el pais ha oscilado desde 0.1 hasta el 40 %, en el resto del mundo existen reportes de

incidencias de hasta 80% (Sanchez Pale y cols, 2015).

El problema mas fuerte comenzé en la zona del Bajio alrededor de los afios 60s (1958). Por
la falta de cuidados tanto de los agricultores, empresas y de dependencias oficiales se fue
presentando en varios estados del pais. Por ejemplo en el valle de Zapopan la incidencia de

la enfermedad fue aumentando hasta que 1981 se observo parcelas dafiadas hasta el 40%.
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El problema se agravd debido a que los hibridos que se sembraban en la regién son de
elevada capacidad de rendimiento pero muy susceptibles a la enfermedad. Por lo que los
agricultores se mostraban renuentes a cambiar de semilla (Sanchez L6pez, 1984). En esta
misma region durante los afios 1982-84 hubo incidencias de entre 70 a 80 % en materiales
sembrados comercialmente ( B666, B670, B680).

La enfermedad esta presente en los estados de Jalisco, Durango, Hidalgo, Puebla,
Querétaro, Guanajuato, Michoacén, Oaxaca, Sonora, Tamaulipas y Aguascalientes, entre

otros (Aquino Martinez y cols, 2011).

Las pérdidas econdmicas resultantes de la infeccion de las variedades susceptibles se deben
al retraso en el crecimiento de la planta y a que los soros de carbon de la espiga remplazan
las inflorescencias (Frederiksen, 1977).

Control del Carboén de la Espiga
El manejo del carbon de la espiga tiene tres enfoques

1. Variedades resistentes. La resistencia del maiz a Sphacelotheca reiliana, esta bajo
control poligénico (Yu y cols, 2014), se ha reportado variedades e hibridos de maiz
tolerantes a éste hongo. También se recomienda utilizar variedades con una répida
emergencia de las plantulas para escapar de la infeccion de la enfermedad (Quezada Salinas
y cols, 2013).

2. Métodos culturales. Plantar el maiz durante las estaciones que son desfavorables para la
germinacion de las teliosporas, puede reducir la infeccion. Con una fertilizacion del suelo
adecuada, se puede reducir la severidad de la enfermedad, se ha reportado que el carbon de
la espiga es mas severo bajo condiciones de estrés por nitrdgeno. Eliminar el soro de
esporas antes de su ruptura, limita la propagacion del in6culo (Biswanath, 2017). La
rotacion de cultivos, el cuidado y la limpieza de la maquinaria agricola pueden ayudar a

reducir la incidencia de la enfermedad.

3. Fungicidas. Se han utilizado para controlar eficazmente carbon de la espiga el

tratamiento de semillas con fungicidas sistémicos y tratamientos en el surco con fungicidas.
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El tratamiento con fungicidas en el surco no es econémico con una baja incidencia de la

enfermedad o para la produccién de granos (Biswanath, 2017).

Debido a que Sphacelotheca reiliana infecta durante la germinacion y en las primeras
etapas del desarrollo de la planta, la principal estrategia para controlar la enfermedad es la
aplicacion de fungicidas a la semilla para evitar que el patdgeno entre en contacto con el
huésped. Sin embargo, es costoso y no elimina por completo al hongo (Aquino Martinez y
cols, 2011; Alvarez Cervantes y cols, 2016).

No obstante, se ha observado que algunos productos quimicos pueden retardar el
crecimiento de las plantas y otros reducir la germinacion de las semillas (Aquino Martinez
y cols, 2011; Alvarez Cervantes y cols, 2016). Sanchez Lopez, (1984) concluye que con los
fungicidas propiconazol (Tilt) y triadimenol (Baytan), puede erradicar la germinacion de las
teliosporas que invernan en el suelo y asi reducir la fuente de indculo del patdgeno con la
dosis méas apropiada, también menciona Baytan y Tilt mostraron ser efectivos pero

mostraron algo de toxicidad con dosis altas.

Algunos agentes quimicos utilizados para controlar la enfermedad son: captan,
tebuconazole, propiconazole, y los mas recomendados carboxin (Vitavax) y triadimenol

(SAGARPA, 2016), ademas de encarecer el costo de la semilla por los tratamientos.

El carbdn de la espiga no puede ser controlado por el tratamiento fungicida en la semilla, y
la rotacion de cultivos también es cuestionable, el hongo vive en el suelo y crece en

respuesta a la germinacion de la semilla (Wright y cols, 2006; Prom y cols, 2014).

La resistencia genética es la alternativa mas factible y econémica para el manejo de la
enfermedad, pero es necesario desarrollar hibridos tolerantes de maiz con alto rendimiento
(Aquino y cols, 2011; Zuo y cols, 2015; Alvarez Cervantes y cols, 2016). Se ha observado
que el uso de hibridos resistentes a la enfermedad en un afio puede hacer que la proxima

cosecha sea susceptible (Alvarez Cervantes y cols, 2016).

En los Gltimos afios, se ha estado buscando nuevas formas de control que también sean

respetuosas del medio ambiente. Uno de estos casos es el uso de controles biolégicos
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(Bacillus subtilis) que representan una alternativa para el manejo de la enfermedad,
reduciendo el uso de fungicidas quimicos (Mercado Flores y cols, 2014; Alvarez Cervantes
y cols, 2016).

M¢étodos de Inoculacion.

Para seleccionar las plantulas de maiz resistentes a Sphacelotheca reiliana las evaluaciones
de la infeccidn se realizan por dos clases de ensayo: el método convencional o natural y el

método artificial.

Las pruebas de campo convencional son el método principal para la evaluacion de la
resistencia (Kurauchi y cols, 2006), pero el ensayo de campo se requiere mucho tiempo, y
esta sujeto a condiciones climaticas y otros factores que pueden afectar la precision de la
evaluacion, ademas no son economicos. En contraste, un método de inoculacion artificial,
desarrollado para evaluar resistencia en el invernadero, pueden ser reproducible bajo ciertas

condiciones y genotipos del maiz (Fujita y cols, 1989; Poloni y Schirawski, 2016).

Ambos enfoques pueden verse obstaculizados por la variacion de las condiciones de
infeccidn en campos experimentales o por la capacidad limitada que tienen los ensayos de
inoculacion artificial en estado de plantulas (LUbberstedt y cols, 1999). La inoculacion
artificial puede ayudar a asegurar un alto nivel de infeccion y se ha establecido con éxito
para Sphacelotheca reiliana. Sin embargo, una pregunta crucial para los mejoradores, si los
resultados de la inoculacion artificial son consistentes con los obtenidos en condiciones de

infeccidn natural (LUbberstedt y cols, 1999).

Estas diferencias entre la inoculacidn artificial y la expresion de la enfermedad en campo se
pueden deber a dos razones. Las posibles interacciones genotipo-ambiente causadas por
diferentes cepas de Sphacelotheca reiliana, interactuando con genes de resistencia raza-
especificos o por las diferentes condiciones de crecimiento tanto del maiz como del hongo

en los distintos ambientes. (Lubberstedt y cols, 1999; Poloni y Schirawski, 2016).

20



Recientemente se ha descrito que en los hongos que siguen un proceso de infeccion
hemibiotroficos, la cantidad del in6culo es clave en la respuesta inmune de la interaccion
planta-patdgeno. Cuando la densidad de las esporas es relativamente baja, puede actuar
como biotrofico, pero cuando la densidad de las esporas es relativamente alta, el hongo
cambia a una infeccion necrotrofica (Pétriacq y cols, 2016).

Sin embargo, el uso de concentraciones adecuadas de indculo es necesario para obtener
resultados fiables; bajos niveles de indculo pueden no distinguir entre los niveles de
resistencia y susceptibilidad y niveles altos de indculo pueden dar lugar a errores y a
menudo la muerte de las plantulas antes de hacer las evaluaciones (Mert y cols, 2003).

Se han intentado varios métodos de inoculacion artificial. Probando concentraciones
adecuadas de indculos y respuesta de la plantula a la enfermedad. Se han utilizado mezclas
de suelo con teliosporas junto con la semilla; al momento de la siembra aplican distintas
concentraciones de diluciones de suspensiones de esporas; inoculacién hipodérmica de
plantulas con basidiosporas; infiltraciones de esporas a la semilla mediante la generacion de
vacio, etc (Cuadro 3.) (Osorio y Frederiksen, 1998; Li y cols, 2008; Prom y cols, 2011;
Quezada Salinas y cols, 2013; Konlasuk y cols, 2015; Poloni y Schirawski, 2016). A pesar
de que se han encontrado porcentajes de infeccion muy variada (5 a 95.8%). Esta
variabilidad limita su utilizacién en la seleccion de variedades resistentes en campo
(Quezada Salinas y cols, 2013).

Cuadro 3. Ejemplos de métodos de inoculacion (Experiencia personal).

2007-2009 Esporas incorporadas al suelo.

Despueés de colectar las esporas se mezclan con suelo en proporcion de ¥ esporas ¥4 suelo
se humedece se deja reposar y se distribuye en el suelo a sembrar y se hace un paso de

rastra para incorporar las esporas.

2010-2012 Esporas aplicadas en la siembra.
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Igual que el método anterior se colectan esporas, se mezclan con suelo y se humedecen
antes de la siembra y en la sembradora el dia de la siembra se incorpora con el sistema de

aplicacion de insecticidas granulados directo arriba de la semilla.
2013-2015 Esporas en sustrato.

En 2013 se decidid usar los pellets de sustrato obteniendo mejores resultados. Elaborar un

pequefio experimento buscando la mejor fecha de siembra después de inocular el sustrato.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del sitio experimental.

El estudio consistio en dos fases, la primera en el ciclo de invierno 2014 en la localidad de
San Juan de abajo Nayarit sin historial de incidencia de carbon y la segunda en el ciclo de
verano 2015 en Nextipac, Jalisco historicamente con presencia de carbon endémico, el
experimento se establecid en parcelas de evaluacion controladas. En el Cuadro 4 se

describen las localidades y su ubicacién, asi como fechas de siembra.

Cuadro 4. Localidades de las parcelas de evaluacion y fechas de siembra.

) Fecha de ] ]
Localidad ] Latitud Longitud MSNM
siembra
San Juan de 19-nov-14 20° 4757 105° 12" 18 32
Abajo, 24-nov-14
Nayarit 14-dic-14
19-dic-14
24-dic-14
) 15-abr-15 20° 45" 37 103° 31" 5" 1640
Nextipac,
) 30-abr-15
Jalisco
15-may-15

MSNM, metro sobre el nivel del mar.
Material vegetal.

Para evaluar su tolerancia o susceptibilidad a carbdn de la espiga, se utilizaron tres hibridos
experimentales y 12 hibridos comerciales de las marcas Asgrow, Dekalb y Pionner. De
éstos, 10 se encuentran en el mercado destinados para la zona de Jalisco y dos de zona

tropical (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Caracteristicas de los materiales utilizados.

Tipo de R.
Origen Hibrido Area Estacion Hidrico  Descripcion
Hibrido intermedio, simple color de grano blanco, dias a floracion
64, dias a cosecha 140 a 160, altura de mazorca de 1.1a 1.5 m,
Cruza Tropico Otofio- altura de planta 2.1 a 2.5 m, densidad de siembra de 90 a 120 mil
Garafion simple  seco Invierno Riego plantas /ha.
Hibrido intermedio, simple color de grano blanco, dias a floracién
66, dias a cosecha 140 a 160, altura de mazorca de 1.1a 1.5 m,
Cruza Tropico Otofio- altura de planta 2.1 a 2.5 m, densidad de siembra de 90 a 120 mil
Caimén Triple  seco Invierno Riego plantas /ha.
Hibrido intermedio, simple color de grano blanco, dias a floracién
Riegoy 65, dias a cosecha 140 a 160, altura de mazorca de 1.1a 1.5 m,
Cruza Media Primavera- buen altura de planta 2.1 a 2.5 m, densidad de siembra de 90 a 120 mil
Boa simple  altura Verano temporal  plantas /ha.
Hibrido intermedio, simple color de grano blanco, dias a floracién
Riegoy 66, dias a cosecha 150 a 160, altura de mazorca de 1.5a 1.7 m,
Cruza Media Primavera- buen altura de planta 2.5 a 2.7 m, densidad de siembra de 75 a 90 mil
Antilope simple  altura Verano temporal  plantas /ha.
Hibrido intermedio, simple color de grano blanco, dias a floracién
Riegoy 70, dias a cosecha 115 a 120, altura de mazorca de 1.3 a 1.6 m,
Cruza Media Primavera- buen altura de planta 2.3 a 2.7 m, densidad de siembra de 75 a 90 mil
Cimarron  simple  altura Verano temporal  plantas /ha.
Hibrido intermedio precoz, triple color de grano crema, dias a
Riegoy floracion 60, dias a cosecha 140 a 160, altura de mazorca de 1.1 a
Cruza Media Primavera- buen 1.5 m, altura de planta 2.1 a 2.5 m, densidad de siembra de 80 a 110
AT7573 Triple altura Verano temporal ~ mil plantas /ha.
Riegoy Hibrido intermedio, triple color de grano blanco, dias a floracién 64,
Cruza Media Primavera- buen dias a cosecha 160 a 180, altura de mazorca de 1.2 a 1.5 m, altura de
DK-2037 Triple altura Verano temporal  planta 1.6 a 1.8 m, densidad de siembra de 85 a 95 mil plantas /ha.
Hibrido intermedio, triple color de grano blanco, dias a floracién 60,
Cruza Tropico Primavera- Buen dias a cosecha 150 a 160, altura de mazorca de 1.3 a 1.5 m, altura de
DK-390 Triple  Humedo Verano temporal  planta 2.4 a 2.7 m, densidad de siembra de 60 a 65 mil plantas /ha.
Hibrido intermedio, triple color de grano blanco, dias a floracién 70,
Riegoy dias a cosecha 175 a 180, altura de mazorca de 1.5 a 1.65 m, altura
Cruza Media Primavera- buen de planta 2.8 a 2.9 m, densidad de siembra de 80 a 120 mil plantas
DK-2061  Triple altura Verano temporal  /ha.
Hibrido intermedio, triple color de grano blanco, dias a floracién 58,
Cruza Tropico Primavera- Buen dias a cosecha 155 a 165, altura de mazorca de 1.2 a 1.5 m, altura de
DK-357 Triple  Humedo Verano temporal  planta 2.7 a 2.9 m, densidad de siembra de 60 a 90 mil plantas /ha.
Hibrido intermedio, triple color de grano blanco, dias a floracion 60,
Cruza Tropico Primavera- Buen dias a cosecha 160 a 170, altura de mazorca de 1.5 a 1.6 m, altura de
P3164W Triple  Humedo Verano temporal  planta 2.8 a 2.9 m, densidad de siembra de 80 a 100 mil plantas /ha.
Hibrido intermedio, triple color de grano blanco, dias a floracion 55,
Cruza Tropico Primavera- Buen dias a cosecha 145 a 155, altura de mazorca de 1.4 a 1.5 m, altura de
P4063W Triple  Humedo Verano temporal  planta 2.8 a 2.9 m, densidad de siembra de 60 a 70 mil plantas /ha.
Riegoy Hibrido intermedio, triple color de grano blanco, dias a floracion 64,
Cruza Media Primavera- buen dias a cosecha 160 a 170, altura de mazorca de 1.5 a 1.7 m, altura de
Exp.1 Triple  altura Verano temporal  planta 2.5 a 2.7 m, densidad de siembra de 80 a 100 mil plantas /ha.
Riegoy Hibrido intermedio, triple color de grano blanco, dias a floracion 68,
Cruza Media Primavera- buen dias a cosecha 160 a 170, altura de mazorca de 1.5 a 1.7 m, altura de
Exp.2 Triple  altura Verano temporal  planta 2.5a 2.7 m, densidad de siembra de 80 a 100 mil plantas /ha.
Riegoy Hibrido intermedio, triple color de grano blanco, dias a floracion 66,
Cruza Media Primavera- buen dias a cosecha 160 a 170, altura de mazorca de 1.5 a 1.7 m, altura de
Exp.3 Triple  altura Verano temporal  planta 2.5a 2.7 m, densidad de siembra de 80 a 100 mil plantas /ha.
Riegoy Linea pura, simple color de grano blanco, dias a floracién 62, dias a
Linea Media Primavera- buen cosecha 140 a 160, altura de mazorca de 1.1 a 1.4 m, altura de
1234 pura altura Verano temporal  planta 1.7 a 1.9 m, densidad de siembra de 75 a 90 mil plantas /ha.
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Disefio experimental.

El disefio experimental fue de bloques completos al azar con cinco repeticiones (cuatro con
inoculacion y un testigo) usando un arreglo de parcelas subdivididas, en la parcela grande
estuvieron las fechas de siembra y en la parcela chica los genotipos.

La parcela experimental utilizada fue de dos surcos de 3.65 m de longitud, separados a 0.75
m entre surcos, con 0.65 m de calle 0 3.0 m de longitud de parcela para finalmente obtener
un area de parcela atil de 4.5 m2 con 25 plantas por surco.

Obtencion del patogeno.

En el mes de Octubre de 2014 se realizd la primer colecta de mazorcas de plantas
infectadas con el patdgeno en un lote de siembras experimentales con antecedentes de alta
incidencia de esta enfermedad en la localidad de Nextipac municipio de Zapopan, Jalisco,
México. El material seleccionado se almacené en costales para después hacer la extraccion
de esporas usando un piscador para abrir las hojas, también se usaron cribas o tamiz para
eliminar las hojas y dejar solo las esporas, que se almacenaron en un contenedor hermético

a temperatura 10°C + 2°C hasta la fecha en que se realiz6 la inoculacion en el sustrato,
Preparacion del indculo e inoculacion.

La preparacion del inéculo se realizo en el laboratorio de Fitopatologia del Centro
Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias. Para el conteo de las esporas se
utiliz6 un microscopio marca Carl Zeiss modelo Axioskop 40, utilizando el objetivo 40X,
equipado con una camara fotografica y una computadora con el software AxioVision
version 4.8. El calculo de esporas por gramo se realizd con el método reportado por French
y Hebert, (1980). Las unidades de indculo se contaron directamente con una camara de

Neubauer.

De los 9 cuadros principales (CP) de la cAmara de Neubauer, se cuentan el contenido de
cinco: los cuatro de las esquinas (A, B, C, D) y el cuadrante central (E). El conteo se repite
y se saca el promedio. Este se multiplica por una constante, del resultado se obtendra la
concentracién de esporas/ml (Figura 4).
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Para calcular la concentracion de esporas, el volumen sobre cada CP es de 0.1 mm?3, para

calcular la concentracion por cc (10.000 veces mayor) se procede con la siguiente formula:
Suma de 5 C.P. x 2,000 = nimero / cc
A=51 B=77 C=48 D=89 E=79 344 x 2,000 = 688,000

= 688,0000 x10 = 6,880,000

= 6,880,000 x 10 = 68,800,000 Esporas / gr

Figura 4. Cuadrantes en la cAmara de Neubauer con las esporas, se cuentan y se obtiene

concentracion de esporas
Viabilidad.

La viabilidad de las esporas se realizé por un laboratorio externo que pertenece al INIFAP,
a cargo del Dr. Felipe Delgadillo Sanchez, en Celaya Guanajuato. La metodologia descrita
en el reporte fue: Tamizado-centrifugado; bomba de vacio; conteo en camara de Neubauer

y microscopia.
Tratamientos.

Con la cantidad de esporas por gramo calculadas se procedi6 a realizar la inoculacién en el
rollo de sustrato previamente humedecido (4 horas en hidratacion) con una retencién de
humedad entre 40% - 65% Yy una porosidad entre 75%-85% insertando dentro del rollo la
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cantidad de 1.5 gramos de esporas para posteriormente dejar en campo cubierta bajo una
malla sombra con proteccion anti-pjaro (Figura 5), y plastico negro para conservar la
humedad al 50% Yy temperatura promedio de 27°C.

Para el manejo en campo, los rollos de sustrato se almacenan en charolas de pléstico de
tamafio 30x30x10 cm, cada charola contiene 50 piezas.

Figura 5. Método de inoculacion. El primer paso después de la mezcla del sustrato es

hidratarlo (a) después se hace un orificio de 5 cm de profundidad (b) para introducir las
esporas (c) y cerrar el rollo de sustrato (d). Posteriormente se pasa a campo, bajo malla

sombra (e y f) y la siembra en campo (g)
Siembra y labores agronémicas.

El trabajo experimental se dividi6 en dos fases: la fase 1, para determinar el dia de
inoculacion optimo para la germinacion de esporas y asegurar su mayor porcentaje de
infeccidén. Posteriormente con éste resultado se pasa a la fase 2 del trabajo, que fue
determinar el efecto de fechas de siembra y la mayor probabilidad de infeccion
dependiendo de las condiciones ambientales.
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Para las dos fases del experimento, la siembra de la semilla se realizé en los rollos de
sustrato de 5 cm de diametro por 10 cm de largo, el contenido de sustrato es de 50% de

fibra de coco y 50% de vermiculita, usando un total de 25 rollos por surco.

La inoculacion de las esporas se realizo en los rollos de sustrato, la siembra de la semilla se
hizo en los dias programados dependiendo de la fase del experimento. El trasplante directo
en campo se realizé en la etapa V2 de desarrollo de la planta, todo este proceso fue manual
(Figura 5).

Las labores agrondmicas se realizaron con una dosis de fertilizacion de 450-130-75
unidades de N-P-K en tres aplicaciones antes del trasplante, en etapa de cultivo y antes de
floracion. Cinco aplicaciones de insecticida, la primera con Lorsban 5%G usando 20 Kg/ha
para control de insectos del suelo; posteriormente para control de gusano cogollero se
utilizo Ambush a razon de 300 ml/ha en etapa de desarrollo de V2-V3; en la tercera
aplicacion se realiz6 con Palgus con una dosis de 100 mi/ha en etapa de desarrollo de V4-
V5; posteriormente se utilizd6 Pounce 3G con una dosis de 15 kg/ha en etapa de desarrollo
V8-V10; y finalmente se aplico Karate Zeon en una dosis de 250 mil/ha en etapa de
desarrollo R1-R2. El control de malezas se realizd con Harness extra con una dosis de 3

It/ha y algunos deshierbes manuales para mantener libre de malezas.
Fase 1.

Esta fase se sembrd en suelo libre de la presencia de esporas de Sphacelotheca reiliana. Se
sembraron 3 hibridos (Garafion, DK357, P4063W) y una linea pura (1234), éstos materiales

estan clasificados como susceptibles a la enfermedad de carbdn de la espiga.

Las fechas de siembra fueron a los 15, 20, 25 y 30 dias después de la inoculacion. Se
sembrd un surco de 3.65 m. con 25 plantas por surco en cada fecha de siembra con un total
de 4 surcos por material, anidando los materiales para no tener efectos de sombra entre

ellos.

La toma de datos se realiz6 en libro de campo después de la cosecha de las mazorcas. Se

eliminaron las plantas que presentaban la enfermedad antes de su maduracién para evitar la
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proliferacién de esporas dentro del campo. También se hizo la extraccion del rollo de
sustrato, suelo y raiz de cada una de las plantas con y sin la enfermedad. En esta localidad
se realiz6 el riego por goteo para controlar la cantidad de agua y evitar posibles
esparcimientos de esporas.

Fase 2.

Esta fase fue sembrada en un predio donde se tiene registro de la presencia de la
enfermedad del carb6n de la espiga de forma endémica. Con el resultado de la fase 1 de

dias de inoculacion en el sustrato, se procedié a sembrar.

Se sembraron en tres fechas, con diferencia de 15 dias de distancia entre cada una de ellas.
Se sembraron (Cuadro 5) 15 hibridos 25 plantas por surco, dos surcos por cada material con
un total de 5 repeticiones, (4 con inoculacion y una sin inocular). Se realizo riego de auxilio

a las dos primeras fechas de siembra para el establecimiento de la plantula.

En esta localidad se hizo la cosecha de mazorcas infectadas para toma de datos y colecta de

esporas para almacenar y poder inocular en futuros trabajos de investigacion.
Evaluacion.

La evaluacién y la incidencia de la enfermedad fue examinada y calificada para cada planta
durante la etapa de madurez lechosa de maiz hasta la madurez fisiologica. Se examino la
espiga y mazorca para determinar malformaciones y las caracteristicas propias de la
enfermedad (por ejemplo, ensanchamiento en la base de la espiga y la mazorca; Figura 6).
Cuando no se visualizo facilmente se abrian las mazorcas con una navaja para identificar la
deformacidn caracteristica de la mazorca, y al final tener el total de plantas infectadas por
hibrido. En la fase 1, para evitar la contaminacién en el campo experimental, todas las
mazorcas se abren para identificar y evaluar la infeccion antes de la madurez, para evitar
diseminacion de esporas, también se cortd la planta a ras de suelo y se transportdé a un

campo con presencia de la enfermedad en bolsas plasticas junto con los cepellones.
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Figura 6. Caracteristicas evaluadas. En la espiga (a) y mazorca (b), donde es notorio la
infeccion y la apertura de la mazorca (c), donde la infeccidn no es evidente.

Condiciones climaticas

Los datos de temperatura y precipitacion pluvial de las localidades experimentales se

obtuvieron en la pagina de internet de weather spark (https://weatherspark.com)
Pruebas estadisticas.

Los datos de la fase 1 se analizaron por porcentajes de infeccién de los materiales en las
diferentes fechas de siembra. Los datos de la fase de campo 2, se obtuvieron en porcentaje
de plantas enfermas de cada uno de los hibridos, de cada fecha de siembra. Los resultados
se analizaron para determinar si se ajustaron a la normalidad, aplicando las pruebas de
bondad de ajuste Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk, Camer-von Mises y Anderson-

Darling.

Al obtener los resultados y confirmar que no siguen una distribucién normal se aplicaron
métodos de transformacion logaritmicas Arco Seno (Tarsin), logaritmicas (Tlog, Tlog10) y
Raiz cuadrada (Tqsr). A los resultados se les aplico también las pruebas de normalidad. Al
no obtenerse un ajuste a la normal, se realizd el analisis mediante el modelo lineal

generalizado mixto por sus siglas en inglés (GLMMIX).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

Viabilidad de las esporas.

En el conteo de esporas germinadas se encontrd un promedio de 18 % de esporas por gramo
(Cuadro 6). La cantidad de esporas germinada resulté muy baja comparado con la cantidad
de esporas que presenta por gramo. La muestra uno no se toma en cuenta, no tuvo registro
de esporas por lo tanto los andlisis resultaron negativos. Cuando la humedad relativa se
aumenta, también se ve un incremento en la germinacion de las esporas (Cuadro 6) en la
preparacion del sustrato la humedad méxima recomendada es de 65% por ese motivo se

toma el valor bajo de germinacion.

Cuadro 6. Resultados de concentracion y porcentaje de esporas germinadas.

» Porcentaje de esporas Porcentaje de esporas
Clave Concentracion 1 g ] ]
germinadas al momento germinadas*
Muestra 1 0 0 0
Muestra 2 4x10°2 10 15
Muestra 3 5x10° 25 56

*Esporas germinadas al ser sometidas a 100 % de humedad relativa a 28 °C por 24 horas

Inoculacion del sustrato, Fase 1.

La manifestacion de la enfermedad por Sphacelotheca reiliana se observo tanto en la linea
pura susceptible como en los hibridos experimentales. La linea pura presentd mayor

incidencia de infeccion, seguida de los hibridos P4063, DK 357 y Garafion.

El registro de la temperatura en el municipio de San Juan de Abajo, muestra que el mes de
noviembre del 2014 presentd la méas alta con 32°C, mientras que la mas baja fue de 15°C en
el mes de diciembre (Figura 7). También el registro de precipitacion pluvial muestra que a
principios del mes de noviembre se registro lluvia (Figura 7). Estos dos factores ayudan a

que las fechas de siembra influyan en el éxito de la infeccion.
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Figura 7. Registro de la temperatura y horas lluvia del municipio de San Juan de Abajo,

Nayarit en el afio 2014.

La presencia de la enfermedad se observo en las cuatro fechas de siembra. La linea pura
muestra cerca del 100% de infeccion en las cuatro fechas de siembra 15, 20, 25 y 30 dias
después de la inoculacion. El hibrido P4063W, mostré una disminucion de plantas
infectadas cuando se siembra a los 20 dias de inoculacion, mientras que el hibrido DK357,
muestra un claro aumento de la infeccién a los 25 dias después de la inoculacion. Estos
hibridos tienen registro de ser susceptibles a la enfermedad. Todos los hibridos muestran
mayor incidencia de la enfermedad por Sphacelotheca reiliana en la tercera fecha de
siembra, a los 25 dias después de inocular el sustrato (Figura 8) y por lo tanto se toma este
resultado para la segunda fase del experimento. Lo anterior coincide con lo reportado por
Quezada Salinas y cols, (2013) quien observo en tejido vegetal de plantulas desarrolladas a
partir de semillas inoculadas con Sphacelotheca reiliana evidencia molecular del micelio
en las plantulas colectadas después de 25 dias de siembra, ademas de evidencia del micelio

en el tejido del hospedante y la presencia de soros al final del experimento.
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Figura 8. Porcentajes de Infeccion de la fase 1. Porcentaje de infeccion de los tres hibridos
identificados como susceptibles, asi como en la linea pura (1234); se plantaron los
materiales en cuatro fechas de siembra 15, 20, 25 y 30 dias despues de la inoculacion en el

sustrato.

Analisis de datos de segunda etapa.

El desarrollo del carbon de la espiga esta influenciado por condiciones ambientales. Esta
enfermedad del maiz se favorece cuando hay climas secos y frios en el inicio de la
temporada. Con estos climas, se beneficia el avance de las etapas iniciales de la enfermedad
y se retrasa el crecimiento de las plantulas. Una vez que infecta la planta, los climas secos y
calientes favorecen el desarrollo del Sphacelotheca reiliana. La temperatura en el suelo
entre 21-30 °C y humedad entre 15-25 % favorecen el desarrollo de la infeccion (Pataky,
1999; Martinez y cols, 2000; Ramirez y cols, 2011; CIMMYT, 2014).

Los registros de la temperatura en el municipio de Nextipac, Jalisco muestran que los
meses de abril y mayo oscilé entre 10°- 34°C, y estas fueron las més altas registradas en el
afio 2015. La primera y segunda siembra (15 y 30 de abril) la temperatura mas alta fue
aproximadamente 31°C mientras que la tercera siembra (15 de mayo) registré la
temperatura aproximada de 34°C. El registro de humedad estuvo entre 12 a 60% también
las méas bajas registradas en el afio (Figura 9). Estas temperaturas registradas, aunque su
rango es muy amplio, favorecen a que la enfermedad progrese, aungue son distintas a las de

la fase 1, la germinacidn de Sphacelotheca reiliana se realiz6 bajo condiciones controladas
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y solo se permitié el progreso de la enfermedad en un campo que ya tiene registro de la
presencia de la enfermedad.

Porcentaje de Humedad Temperatura C°
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Figura 9. Registro de temperatura y humedad en el municipio de Nextipac, Jalisco durante
el afio 2015

Es conocido que muchas de las variables bioldgicas no siguen una distribucion normal,
(Pedrosa y cols, 2015) por tal motivo, los datos obtenidos se sometieron a pruebas de
bondad de ajuste para comprobar si se comportaban con una distribucion normal, al ser
datos obtenidos en campo, la infeccion con Sphacelotheca reiliana al maiz podia ser
variable.

En el Cuadro 7 se muestran los datos de porcentaje de infeccion con prueba de normalidad
donde se reporta que efectivamente los resultados obtenidos no siguen una distribucion

normal.

Cuadro 7. Pruebas de normalidad.

Prueba Estadistica p Valor

Shapiro-Wilk W 0.735662 Pr<W <0.0001
Kolmogorov-Smirnov D 0.226912 Pr>D <0.0100
Cramer-von Mises W-Sq 2.951694 Pr>W-Sq <0.0050
Anderson-Darling A-Sq 17.312 Pr> A-Sq <0.0050
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Para transformar los datos, fue necesario buscar que se ajustaran por medio de
transformaciones logaritmicas como Arco Seno (Tarsin), logaritmicas (Tlog, Tlogl10) y
Raiz cuadrada (Tqsr). Al someter los datos a las transformaciones logaritmicas, éstos no

fueron capaces de ajustarse a una distribucion normal (Cuadro 8).

Cuadro 8. Pruebas de transformacién logaritmica para los ajustes de normalidad

Shapiro-Wilk Kolmogorov-Smirnov ~ Cramer-von Mises  Anderson-Darling

Pruebe Pr<W p<0.0001 Pr>D p<0.0100 Pr>W-Sq p<0.005 Pr>A-Sq p <0.005
W D W-Sq A-Sq
Tarsin --- 0.14954942 0.89720613 6.64083509
Tlog 0.882205 0.188943 0.893746 7.113775
Tlog10 0.905995 0.175404 0.576781 4.996106
Tsqrt 0.884792 0.143284 0.766233 5.858331

Las pruebas de normalidad aplicadas confirman que no podemos aceptar la hipétesis de
normalidad de la muestra. Por lo tanto, los datos observados tienen una naturaleza de
distribucién no normal. Debido a lo anterior se uso el procedimiento GLIMMIX con los
datos originales de porcentaje usando la distribucion Binomial Negativa, la que se ajusto de
manera apropiada con un valor de Ji-cuadrada de 0.77 (Se recomiendan valores inferiores a
1.0:Stroup, 2013).

Estos resultados coinciden con Sanchez Pale y cols, (2011), mostraron en un estudio en
campo que Sphacelotheca reiliana no hubo distribucion de probabilidad uniforme. No
encontraron una relacion entre las tasas de infeccién en campo con lo estimado y sugieren
la presencia de condiciones ambientales o genotipos de maiz susceptibles que favorecieron
la expresion de la enfermedad, ademas de que un organismo dafiino muestra densidades
variables. Resultados similares con una distribucién normal se reportaron en otros cultivos

(Roumagnac y cols, 2004; Gavassoni y cols, 2001; Mouen Bedimo y cols 2007).

Con la informacion obtenida de los experimentos realizados en Nextipac, Jalisco se

encontré que el mayor porcentaje de infeccion ocurrid en la primera fecha (15 de Abril) con
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un promedio de 32.5 %; en la segunda fecha (30 de Abril) con un promedio de 19.1%. y la
tercer fecha (15 de Mayo) con un promedio muy bajo 0.0002 %.

Al analizar el porcentaje de infeccion de los 15 hibridos se observaron diferencias
altamente significativas en fechas de siembra (Cuadro 9), interaccion hibridos y fechas. En

tanto que entre hibridos las diferencias fueron significativas (Cuadro 10).

Cuadro 9. Analisis GLIMMIX para fechas de siembra en Nextipac, Zapopan, Jalisco
2015.

Fechas Estimado Error DF tValor  Pr>|t Media Media de Error

Estandar Estandar
Abril_15 3.4843 0.1142 6 30.52 <.0001 32.5998 3.7221
Abril_30 2.9542  0.1165 6 2536 <.0001 19.1859 2.2345
Mayo_15 -8.4995 114.47 6 -0.07  0.9432 0.000204 0.02330

(Hipdtesis nula: Porcentaje de carbon para fechas = 0)

Cuadro 10. Significancia de los valores de F en el analisis de varianza con GLIMMIX.

Efecto Num DF Den DF F Valor Pr>F
Hibridos 14 126 5.67 <.0001
Fechas 2 6 5.29 0.0474
Hib.*Fechas 23 126 61.56 <.0001

Al observar y analizar los datos de porcentaje de carbon de la espiga en maiz, se observaron
diferencias significativas entre los hibridos (<.0001) y también en la interaccion de hibrido
por cada una de las fechas de siembra (<.0001) asi como en la primera fecha (15 de Abril)
de siembra (<.0001) y en la segunda fecha (30 de Abril) de siembra (<.0001) pero en la
tercera fecha (15 de Mayo) de siembra no hubo diferencias significativa (0.9432) (Cuadro
9
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Como se observa en la Figura 10, la primera fecha muestra un alto porcentaje de infeccion
en la mayoria de los hibridos, y en la segunda fecha es menor y estd mas concentrado el
porcentaje de infeccién de la enfermedad, y en la ultima fecha la presencia de la
enfermedad disminuyo considerablemente. Este puede estar relacionado que en la primera
fecha las condiciones de temperatura y humedad registradas, estuvieron mas acordes con
las necesarias para la progresion de la enfermedad (Figura 9). Conforme transcurrieron los
dias, la temperatura y la humedad aumentaron, lo que pudo afectar y tener como resultado
la disminucién de la presencia de los sintomas de la enfermedad por Sphacelotheca
reiliana.
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Figura 10. Medias de infeccidn por fechas en porcentaje. La infeccion es muy alta en la
primera fecha y esta disminuye conforme pasa los dias. 1, A7573; 2, Garafidn; 3, Caiman;
4, Cimarrén; 5, Antilope; 6, Boa; 7, DK2061; 8, DK357; 9, DK2037; 10, DK390; 11,
Experimental 1; 12, Experimental 2; 13, Experimental 3; 14, P4063W; 15, P3164W.
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En la primera fecha se tuvieron altos porcentajes de infeccion de los hibridos, se encontrd
un amplio rango de respuesta a la enfermedad por Sphacelotheca reiliana, que se clasificd
en tres grupos: a) altamente susceptibles, con tres hibridos (Experimental 1, Experimental 2
y DK357), b) susceptibles, con nueve hibridos y ¢) no infectados, con tres hibridos
(Garafién, A7573 y DK2037) (Figura 10).

En la segunda fecha se diferencian dos grupos: a) susceptibles con diez hibridos y b) no
infectados con cinco hibridos (P3164W, DK2061, P4063W, Experimental 1 y DK357). En
la tercera fecha todos estan concentrados como no infectados con porcentajes muy bajos de
infeccion (Figura 10).

La respuesta a la enfermedad de los hibridos Cimarron, Experimental 3 y Antilope fueron

mas 0 menos constantes en las dos primeras fechas de siembra (Figura 10).

Cuando se evalla el porcentaje de infeccion de los hibridos junto con los testigos (la resta
del testigo al hibrido en evaluacién) (Figura 11) se observa que el hibrido DK2017 muestra
el nivel mas bajo de infeccion y es igual en el 15 y 30 de abril (4 y 3% respectivamente).
DK2061 muestra un comportamiento similar (12 y 10%). El hibrido Boa muestra un
comportamiento distinto, en la primera fecha de siembra se observa 7% en la segunda 3%
mientras que en la ultima fecha de siembra se obtiene un resultado negativo (-8) el testigo

muestra 9% de infeccion mientras que la siembra con inéculo 1%.

Los hibridos experimentales y el hibrido P4063W, son los que muestran mas alto
porcentaje de infeccidn. EI 15 de abril es la fecha con mayor infeccion, la experimental 1
muestra 46%, el experimental 2 65%, el experimental 3 77% y el hibrido P4063W 62%; en
la fecha 30 abril fueron 48,35,49 y 41% respectivamente (Figura 11).
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El manejo de las enfermedades a través de la resistencia es reconocido como el método mas
deseable y rentable. El uso de cultivares con un nivel aceptable de resistencia a las
principales enfermedades se considera el mejor enfoque, ya que puede reducir o eliminar el
gasto y los efectos de otros métodos quimicos, fisicos, bioldgicos, culturales y de control
reglamentario (Lubberstedt y cols, 1999; Narayanasamy, 2008).

La identificacion de los genotipos que poseen genes de resistencia se puede lograr mediante
el uso de la evaluacion visual y categorizando en diferentes grupos en funcion de los
niveles de resistencia. Aunque la evaluacion visual es simple y facil de realizar, carece de

precision y especificidad (Narayanasamy, 2008; Lubberstedt, 2013).

En este trabajo se observaron diferentes niveles de respuesta de los hibridos utilizados, por
lo que se pueden seleccionar de manera visual cuales fueron los que se comportaron mejor
ante la inoculacion de Sphacelotheca reiliana y el desarrollo de la enfermedad. Los trabajos
reportados en la literatura con porcentajes de infeccion variables, no son comparables con
este trabajo, sus diferencias son que en éste trabajo se utilizaron 15 genotipos distintos cuyo
rango de variabilidad es amplio y en los reportes en la literatura solo son pocos los
genotipos evaluados. En Quezada (2013), la inoculacion se hace en la semilla y el cultivo
se lleva a cabo en el invernadero, otros investigadores como Baggett y Koepsell (1983),
ademas de la inoculacion en la semilla, utilizaron distintos hibridos de maiz. Ademas, se

requiere mayor infraestructura que la utilizada en este trabajo de investigacion.

La inoculacion en el sustrato, las condiciones controladas de humedad y temperatura
produjeron las condiciones Optimas para la germinacion del patdgeno que infectd en
diferentes porcentajes a todos los hibridos de maiz utilizados y que por las condiciones de
estrés fue que se desarrollé la enfermedad. Como lo reportado por Martinez y cols (2000),
los datos agronémicos disponibles sobre la infeccidn de raices por Sphacelotheca reiliana.
Temperaturas de 21-30 °C son Gptimas para la infeccion de maiz en campo. Ademas de que
el potencial de agua también es un factor abidtico que afecta el desarrollo de
microorganismos en el suelo. Estudios de severidad de la enfermedad han demostrado que
se infectaron mas plantulas de maiz cuando el crecimiento fue en el suelo con bajos

potenciales de agua (Matyac y Kommendahl, 1985; Martinez y col, 2003).
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La recomendacion es que al utilizar los hibridos comerciales Cimarron y Antilope en la
primera quincena de abril, aunque tiene una mayor probabilidad de que la enfermedad se
manifieste, el rendimiento del maiz es mayor. Evitando el estrés por sequia, la enfermedad
por Sphacelotheca reiliana disminuye considerablemente. Al sembrar en las fechas de
mayo la enfermedad tiene menos probabilidad de que se presente, pero el rendimiento del

maiz disminuye considerablemente.
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VIIl. CONCLUSIONES

. El procedimiento de inoculacion con teliosporas de Sphacelotheca reiliana no registrd un

efecto negativo en el porcentaje de germinacion de las semillas de maiz.

. La fecha 6ptima de la germinacion de esporas y su mayor porcentaje de infeccion es de
25 dias de inoculacién previo a la siembra.

. Se logré tener un acercamiento al manejo en campo de la enfermedad, logrando

identificar hibridos altamente susceptibles a la enfermedad, asi como tolerantes.

. Los hibridos experimentales 1 y 2 y el comercial DK357 no lograron evadir la infeccion
por Sphacelotheca reiliana en la fecha que mejor rendimiento hay de maiz.

. Los hibridos comerciales Cimarron y Antilope y el hibrido experimental 3 son los que
mejor respuesta tuvieron a la enfermedad, aunque no se pueden clasificar como
tolerantes, se debe evaluar el balance entre infeccion y rendimiento del maiz para

sembrarlos.

. El método de inoculacién propuesto en éste trabajo nos permitio detectar las mejores

fechas de siembra con el inéculo.

. Se puede analizar mayor cantidad de materiales a bajos costos y no se requiere mayor

infraestructura.
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