Resistance to Sporisorium reilianum f. sp. zeae

in native maize germplasm

Resistencia a Sporisorium reilianum f. sp. zeae en
germoplasma nativo de maiz

Guillermo Marquez-Licona, Centro de Desarrollo de Productos Bidticos, Instituto Politécnico Nacional,
Carretera Yautepec-Jojutla, Km 6, Calle CeProBi No. 8, Colonia San Isidro, Yautepec, Morelos, CP 62731;
Fernando Castillo-Gonzalez, Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad, 'Postgrado en Fitosanidad-
Fitopatologia, Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Km 36.5 Carretera México-Texcoco, Monteci-
llo, Texcoco, Estado de México, CP 56230; Mateo Vargas-Hernandez, *Parasitologia Agricola, Universidad
Auténoma Chapingo, Km 38.5 Carretera México-Texcoco, Chapingo, Texcoco, Estado de México, CP 56230;
ICarlos De Leon-Garcia de Alba*; Alma Rosa Solano-Baez, Centro de Innovacion Tecnologica en Agri-
cultura Protegida, Universidad Popular Auténoma del Estado de Puebla, 21 sur No. 1103, Barrio de Santiago,
Puebla, Puebla, CP 72410; 2Santos Gerardo Leyva-Mir; 'Daniel Téliz-Ortiz. * Autor para correspondencia:

cdeleon@colpos.mx.

Recibido: 21 de Mayo, 2020.

Aceptado: 20 de Agosto, 2020.

Marquez-Licona G, Castillo-Gonzalez F, Vargas-
Hernandez M, De Leon-Garcia de Alba C, Solano-Baez
AR, Leyva-Mir SG and Téliz-Ortiz D. 2021. Resistance
to Sporisorium reilianum f. sp. zeae in native maize
germplasm. Mexican Journal of Phytopathology
39(1): 1-20.

DOI: https://doi.org/10.18781/R.MEX.FIT.2005-5

Primera publicacion en linea: 24 de Septiembre, 2020.
First publication on line: September 24, 2020.

Resumen. El carbon de la espiga del maiz (Spo-
risorium reilianum f. sp. zeae) es una enfermedad
que se caracteriza porque el patdgeno remplaza las
inflorescencias por soros llenos de teliosporas. El
objetivo de este estudio fue investigar la respues-
ta en campo de 55 poblaciones de maiz nativo a

PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2021

Abstract. Head smut of maize (Sporisorium
reilianum f. sp. zeae) is a disease characterized
by the pathogen replacing inflorescences with
sori full of teliospores. The objective of this
study was to investigate the response of 55 native
maize populations to S. reilianum infection.
Maize populations were collected in the states of
Guerrero (13), Oaxaca (13), Puebla (six), Tlaxcala
(12) and Estado de México (11). The seed was
inoculated with teliospores of the pathogen, using
grenetine as adherent. The hybrid Az 41801 was
used as a control. The populations were evaluated
in Mixquiahuala, Hidalgo, in the 2015 and 2016
plantings. The incidence of the disease was recorded
by direct observation of signs and symptoms in
the inflorescences. The maximum incidence of
the disease in the maize populations was 28.8%

and 22.2% in the first and second evaluation,
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la infeccion por S. reilianum. Las poblaciones de
maiz se colectaron en los estados de Guerrero (13),
Oaxaca (13), Puebla (seis), Tlaxcala (12) y Esta-
do de México (11). La semilla fue inoculada con
teliosporas del patoégeno, usando grenetina como
adherente. El hibrido Az 41801 se utiliz6 como
testigo. Las poblaciones fueron evaluadas en Mix-
quiahuala, Hidalgo, en los ciclos 2015 y 2016. La
incidencia de la enfermedad se registr6 mediante
la observacion directa de signos y sintomas en las
inflorescencias. La incidencia maxima de la enfer-
medad en las poblaciones de maiz fue de 28.8%
y 22.2% en la primera y segunda evaluacion, res-
pectivamente, mientras que el testigo (Az 41801)
presentd una incidencia de 70.7% y 42.3%. Con-
siderando el origen geografico, los maices del Es-
tado de México y Tlaxcala presentaron una menor
incidencia de la enfermedad respecto al resto de las
poblaciones, lo que indica la presencia de genes de
resistencia a la enfermedad.

Palabras clave: Zea mays, maiz nativo, resisten-
cia, incidencia, carbon de la espiga, inoculacion
artificial.

El maiz (Zea mays sp. mays) presenta una ex-
traordinaria diversidad genética y morfoldgica,
producto de una domesticacion multiple e indepen-
diente (Matsuoka et al., 2002). Los estudios inicia-
les sobre la diversidad del maiz en México indican
que existen 64 razas, divididas en 59 nativas y cin-
co introducidas (Leyva-Madrigal et al., 2020). Las
razas de maiz representan un elemento invaluable
para estudiar el proceso evolutivo de esta planta;
ademas constituyen un reservorio genético para el
desarrollo de variedades con resistencia genética a
patogenos (Goodman y Brown, 1988) y a condi-
ciones ambientales adversas (Arteaga ef al., 2016).
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respectively, while the control (Az41801) presented
an incidence of 70.7% and 42.3%. Considering the
geographical origin, the native maize collections
from the Estados de Mexico and Tlaxcala, had a
lower incidence of the disease compared to the rest
of the populations, which indicates the presence of
genes for resistance to the disease.

Key words: Zea mays, native maize, resistance,
incidence, head smut, artificial inoculation.

Maize (Zea mays sp. mays) has an extraordinary
genetic and morphological diversity as a result
of multiple and independent domestication
(Matsuoka et al., 2002). The initial studies about
maize diversity in Mexico indicate that there are
64 races, which are divided into 59 native and five
races that were introduced (Leyva-Madrigal ef al.,
2020). The maize races represent an invaluable
element to study the evolutionary process of this
plant, and also constitute a genetic reservoir to
develop varieties genetically resistant to pathogens
(Goodman and Brown, 1988) and adverse
environmental conditions (Arteaga et al., 2016).

Maizeis one ofthe crops with highest commercial
value of worldwide agriculture, mainly due to its
adaptability to different environments, high yield
and wide diversity of uses (Bennetzen and Hake,
2009). In Mexico, maize cropping has the first
place in agricultural cultivated area (~50%), where
rainfed production prevails (>75%). The national
average yield in 2018 was 3.8 t ha'!, reaching a
total national production of more than 27 million
tons annually (SIAP, 2018). In Mexico, 80% of the
area sown to maize is still cultivated in subsistence
farming systems, where the use of native varieties
that traditional producers have conserved, selected,
and exchanged for generations predominates
(Leyva-Madrigal ef al., 2020).
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El maiz es uno de los cultivos de mayor valor
comercial en la agricultura mundial, principalmente
debido a su adaptabilidad a diferentes ambientes,
su rendimiento alto y la amplia diversidad de usos
(Bennetzen y Hake, 2009). En México, el cultivo
de maiz ocupa el primer lugar en superficie agri-
cola cultivada (~50%), predominado la produccién
bajo condiciones de temporal (>75%). El rendi-
miento promedio nacional en 2018 fue de 3.8 t ha’!,
alcanzandose una produccion nacional total que
supera los 27 millones de toneladas anuales (SIAP,
2018). En México, el 80% de la superficie cultiva-
da de maiz atin se produce a través de agricultura
de subsistencia, en donde predomina el uso de ma-
teriales nativos que los productores tradicionales
han conservado, seleccionado e intercambiado por
generaciones (Leyva-Madrigal et al., 2020).

El cultivo del maiz, al igual que cualquier otro
cultivo, es afectado por factores bioticos y abidti-
cos que limitan su produccion. Dentro de los fac-
tores bioticos se encuentran las enfermedades fun-
gicas como el principal problema. Entre ellas des-
tacan, la pudricion de mazorca y tallo causada por
diferentes especies del genero Fusarium (Mendoza
et al., 2017, Pereira et al., 2017; Rivas-Valencia et
al., 2011), entre las enfermedades foliares sobresa-
len los tizones ocasionados por Exserohilum turci-
cum ylo Bipolaris maydis, las royas causadas por
Puccinia sorghi o P. polysora, el complejo de la
mancha de asfalto (Phyllachora maydis, Monogra-
phella maydis y Coniothyrium phyllachorae), la
mancha foliar causada por Cercospora zea-maydis
y el mildiu inducido por Peronosclerospora sorghi
(De Leon, 2008). En mazorca y espiga, la principal
enfermedad es el carbdn de la espiga causado por
Sporisorium reilianum f. sp. zeae (Basidiomycota,
Ustilaginaceae) con reportes de incidencias de has-
ta el 80% (Frederiksen, 1977) y pérdidas en ren-
dimiento del 37.9% (Martinez y Ledezma, 1990).
Actualmente, ésta enfermedad estd ampliamente
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Maize cropping, the same as any other crop,
is affected by biotic and abiotic factors that limit
its production. Within the biotic factors, fungal
diseases are the main problem. Among the diseases,
the most important are ear and stem rots caused by
different species of the genus Fusarium (Mendoza
et al., 2017; Pereira et al., 2017; Rivas-Valencia
et al., 2011); among foliar diseases stand out leaf
blights caused by Exserohilum turcicum and/or
Bipolaris maydis; rusts caused by Puccinia sorghi
or P. polysora; tar spot complex (Phyllachora
maydis, Monographella maydis and Coniothyrium
phyllachorae); leaf spot caused by Cercospora
and downy mildew induced by
Peronosclerospora sorghi (De Ledn, 2008). In ear
and tassel, the main disease is head smut caused by
Sporisorium reilianum f. sp. zeae (Basidiomycota,
Ustilaginaceae) with reports of up to 80%
incidence (Frederiksen, 1977) and 37.9% yield
losses (Martinez and Ledezma, 1990). Currently,
this disease is widely distributed across the maize

zea-maydis,

producing areas with subtropical climate in the
world (Martinez et al., 2002). In Mexico, head smut
was first reported in Amecameca, State of Mexico,
where it infected teocintle plants (Borlaug, 1946),
but the disease has not been detected again in the
region. In 2011, the pathogen was detected in the
states of Jalisco, Durango, Hidalgo and Puebla,
but its distribution continues to expand (Aquino-
Martinez et al., 2011).

Head smut of maize is a systemic disease
of edaphic origin (Libberstedt et al., 1999).
The causal agent, S. reilianum f. sp. zeae, is a
dimorphic phytopathogenic fungus with a haploid
saprophytic phase and a diploid parasitic phase.
The disease cycle starts when teliospores present
in ears and tassels are carried by the wind and
rain to be finally settled in the soil (Martinez et
al., 2001), where they can survive up to five years
(Matyac and Kommedahl, 1986). The fungus
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distribuida en las zonas productoras de maiz con
clima subtropical del mundo (Martinez et al.,
2002). En México, la enfermedad fue reportada por
primera vez en Amecameca, Edo. de México infec-
tando plantas de teocintle (Borlaug, 1946), ainque
no se ha vuelto a observar la enfermedad en esa re-
gion. En 2011, el patdgeno se reportd en los estados
de Jalisco, Durango, Hidalgo, Puebla, Querétaro,
Guanajuato, Michoacan, Oaxaca, Sonora, Tamauli-
pas y Aguascalientes, pero su distribucion continua
ampliandose (Aquino-Martinez et al., 2011).

El carbon de la espiga del maiz es una enferme-
dad sistémica de origen edafico (Liibberstedt et al.,
1999). El agente causal, S. reilianum f. sp. zeae,
es un hongo fitopatogeno dimorfico, que presenta
una fase saprofitica haploide y una fase parasitica
dipliode. El ciclo de la enfermedad inicia cuando
las teliosporas presentes en mazorcas y panojas son
diseminadas por el viento y lluvia, para finalmen-
te depositarse en el suelo (Martinez et al., 2001),
en donde sobreviven hasta cinco anos (Matyac y
Kommedahl, 1986). El hongo infecta al maiz uni-
camente durante la emergencia de las plantulas, por
medio de las teliosporas presentes en el suelo (Xu
et al., 1999). Bajo condiciones de humedad y tem-
peratura especificas, las teliosporas germinan for-
mando un basidio de cuatro células y de cada una
de ellas, se forma un gran nimero de basiodiospo-
ras de aspecto de levadura, que corresponden a la
fase saprofitica haploide (Martinez et al., 2002).
Posteriormente, mediante el apareamiento de célu-
las compatibles, se forma la fase parasitica diploide
(Martinez et al., 1998). El micelio infectivo penetra
las raices de las plantulas de maiz, por esta razon,
en etapas tempranas de la infeccion hay una pro-
liferacion de hifas alrededor de la raiz (Martinez
et al., 2001). El micelio crece sistémicamente con
el meristemo hasta que, después de la esporogé-
nesis, las inflorescencias son remplazadas total o
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infects maize only during seedlings emergence
through teliospores present in the soil (Xu et al.,
1999). Under specific moisture and temperature
conditions, the teliospores germinate and form a
four-cell basidium, and then each cell produces a
great number of yeast-like basidiospores, which
correspond to the haploid saprophytic phase
(Martinez et al., 2002). Later, through the mating
of compatible cells, the diploid parasitic phase
takes place (Martinez et al., 1998). The infective
mycelium penetrates the maize seedling roots, and
this is the reason why hyphae proliferate around
the root in the early stages of infection (Martinez
et al, 2001). Mycelium grows systemically
with the meristem until, after sporogenesis, the
inflorescences are totally or partially replaced by
black sori filled with teliospores (Xu et al., 1999).

Losses caused by head smut can be reduced
by modifying the farming practices (Matyac
and Kommedahl, 1985) or applying systemic
fungicides to seed (Martinez and Ledezma, 1990;
Wright et al., 2006). However, for ecological and
economic reasons, the development of genetically
resistant germplasm is the most recommended
method for controlling the disease (Wang et al.,
2008), thus being necessary to identify possible
sources of resistance. To date, there is no systematic
information about the response of native maize
populations to infection caused by S. reilianum f.
sp. zeae. Therefore, the objective of this research
was to determine the response of native maize
germplasm from the states of Guerrero, State
of Mexico, Oaxaca, Puebla, and Tlaxcala to S.
reilianum f. sp. zeae infection. The hypothesis of
this research is that native maize from the state
of Guerrero will show higher susceptibility to the
disease, while maize from the highlands will show
increased resistance, as a result of a coevolution
process.
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parcialmente por soros negros llenos de teliosporas
Xu et al., 1999).

Las pérdidas ocasionadas por la enfermedad pue-
den reducirse modificando las practicas agricolas
(Matyac y Kommedahl, 1985) o mediante la apli-
cacion de fungicidas sistémicos a la semilla (Mar-
tinez y Ledezma, 1990; Wright et al., 2006). Sin
embargo, por razones ecoldgicas y econdmicas, la
generacion de germoplasma con resistencia gené-
tica a la enfermedad es el método de control mas
recomendable (Wang et al., 2008), por lo que es ne-
cesaria la identificacion de posibles fuentes de re-
sistencia. A la fecha, se carece de informacion sis-
tematica sobre la respuesta de poblaciones de maiz
nativas a la infeccién por S. reilianum f. sp. zeae.
Asi, el objetivo de la presente investigacion fue de-
terminar la respuesta de germoplasma de maiz na-
tivo proveniente de los estados de Guerrero, Estado
de México, Oaxaca, Puebla y Tlaxcala a la infec-
cion de S. reilianum f. sp. zeae. La hipotesis de esta
investigacion es que los maices nativos del estado
de Guerrero mostraran una mayor susceptibilidad a
la enfermedad, mientras que los maices originarios
de valles altos presentaran una mayor resistencia,
como producto de un proceso de coevolucion.

MATERIALES Y METODOS

Germoplasma de maiz nativo. Se evaluaron 55
poblaciones de maiz nativo que previamente Brio-
nes-Reyes et al. (2015) colectaron y caracterizaron,
provenientes de 19 localidades ubicadas entre los
1498 y 2520 msnm, de cinco estados: 13 de Ia re-
gion de Montafia de Guerrero, 11 del Sureste del
Estado de México, 13 de la Mixteca Alta de Oaxa-
ca, seis de Puebla y 12 de Tlaxcala (Cuadro 1). Las
colectas de maiz se mantuvieron en cuarto frio a
-4 °C desde la colecta hasta el momento de su uso.
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MATERIALS AND METHODS

Native maize germplasm. For this research, 55
native maize populations, previously collected and
characterized (Briones-Reyes et al. (2015), were
evaluated. The populations were collected at 19
sites in five states located between 1498 and 2520
masl: Montaiia de Guerrero region (13), southeast
State of Mexico (11), Mixteca Alta of Oaxaca (13),
Puebla (6) and Tlaxcala (12) (Table 1). The maize
collections were kept in a cold room at -4 °C since
the date of collection until they were used.

Source of inoculum and seed inoculation. The
source of inoculum were teliospores collected in
2014 at a maize lot (hybrid Cardenal, Asgrow®)
in the municipality of Tenango del Valle, Mexico.
The teliospores were removed from sori, passed
through a 117 micron sieve (Mont Inox®), stored in
plastic containers with envelopes containing CaCl,
(J. T. Baker and Macron Fine Chemicals® 94%),
and kept at 20 + 2 °C until they were used. The
inoculum was morphologically characterized using
the methodology of Vanky (2012), and molecularly
characterized based on the methodology
proposed by Marquez-Licona et al. (2018). The
morphological characterization of the inoculum
was conducted by observing pathogen’s teliospores
placed on slides. For this procedure, 100 teliospores
were measured and characterized with a 100 X
compound microscope (CX31RBSFA, Olympus®).
The molecular characterization was performed
using monobasidial cultures and amplifying the
ITS region (Internal Transcribed Spacer), as well
as part of the LSU rDNA region (Large Subunit
Ribosomal DNA), using ITS1F/NL4 primers
(Gardes and Bruns 1993; O’Donnell et al., 1998).
The extraction of total DNA of the monobasidial
cultures was made with the Ultra Clean® Microbial
DNA Isolation Kit commercial kit (MoBio
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Cuadro 1. Origen geografico de las 55 poblaciones de maiz nativo colectadas y caracterizadas por Briones-Reyes et al. (2015).
Table 1. Geographical origin of the 55 native maize populations collected and characterized by Briones-Reyes et al. (2015).

Procedencia geografica

Poblacién Localidad Municipio Estado Altitud
(msnm)
1 El Nuevo Paraiso Cualac Guerrero 2222
6 El Nuevo Paraiso Cualac Guerrero 2222
7 El Nuevo Paraiso Cualac Guerrero 2222
20 El Nuevo Paraiso Cualac Guerrero 2222
18 Almolonga Tixtla Guerrero 1593
21 Ojitos de agua Tixtla Guerrero 1593
22 Ojitos de agua Tixtla Guerrero 1593
25 El Ahuejote Tixtla Guerrero 1872
54 Plan de Guerrero Tixtla Guerrero 1498
55 Chilacachapa Tixtla Guerrero 1990
19 Las Trancas Zitlala Guerrero 1564
24 Las Trancas Zitlala Guerrero 1564
23 El refugio Chilapa Guerrero 1680
2 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
3 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
4 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
11 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
12 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
13 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
14 Sta. Justina Ixtacuixtla Tlaxcala 2220
5 Los reyes Q. Los Reyes Tlaxcala 2300
37 Nanacamilpa Nanacamilpa Tlaxcala 2720
39 Vicente Guerrero Espaiiita Tlaxcala 2520
40 Vicente Guerrero Espaiiita Tlaxcala 2520
48 iTSO EH Espafiita Tlaxcala 2520
8 El pueblito Cuecuecuatitla Tepetlixpa Estado de México 2270
41 Tlapala 2008 Chalco Estado de México 2264
42 Tlapala 2008 Chalco Estado de México 2264
43 Sel-2009 Chalco Estado de México 2264
47 Tlapala 2009 Chalco Estado de México 2264
44 Ay-09 Sr. Marcelino Ayapango Estado de México 2452
46 Poxtla -09 Ayapango Estado de México 2452
52 Col 21-010 Ayap Ayapango Estado de México 2452
53 Col 24-010 Ayap Ayapango Estado de México 2452
45 J Desespigam-09 Texcoco Estado de México 2250
51 FMH 4A Ancho Texcoco Estado de México 2250
9 Sta. Maria Tataltepec Tataltepec Oaxaca 1600
10 Sta. Maria Tayata Tayata Oaxaca 2144
17 Huamelulpan Huamelulpan Oaxaca 2200
26 Sn. M. Huamelulpan Huamelulpan Oaxaca 2200
32 De la union Huamelulpan Oaxaca 2200
33 De la uniéon Huamelulpan Oaxaca 2200
34 De la uniéon Huamelulpan Oaxaca 2200
27 Cuesta Blanca Tezoatlan Oaxaca 2143
35 Cuesta Blanca Tezoatlan Oaxaca 2143
28 El Chamizal Ticua Oaxaca 2285
29 El Chamizal Ticua Oaxaca 2285
30 Fortin de Juarez Ticua Oaxaca 2287
31 El Chamizal Ticua Oaxaca 2285
15 S. J. Morelos Libres Puebla 2400
16 S. J. Morelos Libres Puebla 2400
36 S. J. Morelos Libres Puebla 2400
38 S. J. Morelos Libres Puebla 2400
49 Zoatecpan Xochitlan Puebla 1610
50 Zoatecpan Xochitlan Puebla 1610
PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2021 6
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Fuente de indéculo e inoculacion de semillas.
La fuente de inoculo fueron teliosporas colecta-
das en 2014 en un lote de maiz (hibrido Cardenal,
Asgrow®) en el municipio de Tenango del Valle,
Meéx. Las teliosporas se retiraron de los soros, se
pasaron por un tamiz de 117 micras (Mont Inox®),
se almacenaron en envases de plastico con sobres
conteniendo CaCl, (J. T. Baker y Macron Fine Che-
micals®94%), y se conservaron a 20 + 2 °C hasta el
momento de su uso. El indculo se caracterizé mor-
fologicamente utilizando la metodologia de Vanky
(2012) y molecularmente tomando como base la
metodologia propuesta por Marquez-Licona et al.
(2018). La caracterizacion morfologica del indculo
se realiz6 observando laminillas con teliosporas del
patogeno. Para esto, se midieron y caracterizaron
100 teliosporas al microscopio compuesto a 100 X
(CX31RBSFA, Olympus®). La caracterizaciéon mo-
lecular se realiz6 a partir de cultivos monobasidia-
les, amplificando la region ITS (Internal Transcri-
bed Spacer) y parte de la region LSU rDNA (Large
Subunit Ribosomal DNA) usando los iniciadores
ITSIF/NL4 (Gardes y Bruns 1993; O’Donnell et
al., 1998).

La extraccion total de ADN de los cultivos mo-
nobasidiales, se realizdé con el kit comercial Ultra
Clean® Microbial DNA Isolation Kit (MoBio La-
borarories Inc). La integridad del ADN se verifi-
c6 en gel de agarosa al 1% y la cantidad de ADN
se determind por espectrofotometria a 260 nm de
absorbancia (Nanodrop® ND-1 V 3.2.1). Para la
amplificacion se usé una mezcla de 25 pL, buffer
My Taq 1X, 10 pm de cada iniciador, 1U MyTaq™
DNA Polymerase (Bioline Germany) y 100 ng de
ADN. La amplificacion se realizé en un termoci-
clador Mastercicler Pro (Eppendorf®) a una tempe-
ratura de desnaturalizacion inicial de 94 °C por
4 min, seguido por 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C
I min y 72 °C por 1 min, més un ciclo de 72 °C
por 10 min para la extension final. La visualizacion
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Laboratories Inc). The DNA integrity was verified
in 1% agarose gel and the amount of DNA was
determined by spectrophotometry at 260 nm
absorbance (Nanodrop® ND-1 V 3.2.1). For
amplification, a mixture was prepared using 25
pL, buffer My Taq 1X, 10 pm of each primer, 1U
MyTaq™ DNA Polymerase (Bioline Germany) and
100 ng of DNA. The amplification was carried out
in a Mastercycler Pro thermocycler (Eppendorf®)
at 94 °C initial denaturation temperature for 1 min,
55 °C for 1 min and 72 °C for 1 min, plus one cycle
at 72 °C for 10 min for the final extension. The
amplified fragments were visualized in 1% agarose
gel electrophoresis at 120 volts for 30 min. The size
of the amplified fragment was estimated with the
Pst T marker (Microzone®). Once electrophoresis
ended, the gel was analyzed with a Chemi Genius 2
Bio Imaging System photodocumenter (Syngene®).
The PCR products were purified as described by
Kirby (1965) and sequenced in Macrogen Europe
(Amsterdam, The Netherlands). The quality of
the sequences was determined by observing the
electropherograms with the 4peaks® Nucleobytes
software (Griekspoor and Groothuis, 1994), and
U GENE (Okonechnikov et al., 2012) for the
consensus sequence. The obtained sequences were
compared to the records in the GenBank database of
the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) using the Blastn tool (Altschul ez al., 1990).
The sequences were stored in the same database.
The seed wviability was
inoculating the seed, as described by Quezada-
Salinas et al. (2013). For inoculation, the teliospores
were adhered to the seed using a 10% aqueous
grenetine solution at 20 °C (Marquez-Licona et
al., 2018). The seeds (66 of each population, 22
per replication) were immersed in the grenetine
solution for 1 min, recovered in a Petri dish and
completely covered with teliospores (~40 000
teliospores/seed). The inoculated seeds were dried

verified before
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de los productos amplificados se realizd6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% a 120 volts
por 30 min. Para estimar el tamafio del fragmento
amplificado se utiliz6 el marcador molecular Pst |
(Microzone®). Una vez finalizada la electroforesis,
el gel se analizd con un fotodocumentador Chemi
Genius 2 Bio Imaging System (Syngene®). Los
productos de PCR se purificaron segtin lo descri-
to por Kirby (1965) y se secuenciaron en Macro-
gen Europe, Amsterdam, Holanda. La calidad de
las secuencias se determind mediante la observa-
cion de los electroferogramas usando el software
4peaks® Nucleobytes (Griekspoor y Groothuis,
1994), mientras que las secuencias consenso hicie-
ron usando el software U GENE (Okonechnikov et
al.,2012). Las secuencias obtenidas se compararon
en la base de datos GenBank del Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI), utili-
zando la herramienta Blastn (Altschul et al., 1990).
Las secuencias se dieron de alta en la misma base
de datos.

La viabilidad se verifico previo a la inoculacion
de la semilla como lo describen Quezada-Salinas
et al. (2013). Para la inoculacion, las teliosporas se
adhirieron a la semilla usando una solucioén acuo-
sa de grenetina al 10% a 20 °C (Marquez-Licona
et al., 2018). Las semillas (66 por cada poblacion,
22 por repeticion) se incorporaron a la solucion de
grenetina por 1 min, se recuperaron en una caja de
Petri y se cubrieron completamente con teliosporas
(~ 40 000 teliosporas/semilla). Las semillas inocu-
ladas se secaron por 24 h a 22 °C. Como testigos
se usaron semillas de maiz del hibrido Az 41801®
inoculadas y sin inocular.

Evaluacion de la respuesta de maiz nativo. La
respuesta de las poblaciones de maiz nativo a la
infeccion por S. reilianum f. sp. zeae se evalud
sembrandolas en un lote en el Ejido Cinta Larga,
Mixquiahuala, Hgo. (20° 11°24.6” N 99° 14’ 35.2”
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for 24 h at 22 °C. Seeds of the hybrid Az 41801°,
inoculated and non-inoculated, were used as the
control.

Evaluation of the response of native maize. The
response of native maize populations to S. reilianum
f. sp. zeae infection was evaluated by planting
them in a lot at Ejido Cinta Larga, Mixquiahuala,
Hidalgo (20° 11° 24.6” N 99° 14” 35.2” W; 2030
masl), with semi-dry and temperate climate, in
the 2015 and 2016 spring-summer cycles, using
the same randomization. In both evaluations,
the native maize populations, the plot where the
evaluation was conducted, the source of inoculum
and the percent of germinated teliospores were
stable. The inoculated seed of each population was
sown in 3-m long rows and 0.80 m between rows, at
5 cm depth, separated 13.5 cm between seeds. The
experimental unit consisted of one 22-plant row
with 3 replications. The experiment was established
in a completely randomized design. After planting,
flood irrigation was applied to the plot (an irrigation
sheet of 140 mm), and subsequent irrigation was
applied at stages V5, V7, VT, R2 and RS5. The lack
of moisture between the first and second irrigation
increased the percent of head smut incidence, as
reported by Matyac and Kommedahl (1985). As
part of the agricultural practices of soil removal
after sowing, only one cultivator step was carried
out in stage V4. Insect pests and weeds were
controlled according to the regional technological
package, this is, using chemical products that are
sold in the region.

The disease incidence in the populations was
recorded 45 days after flowering started. A plant
with symptoms in the tassel or the ear, or both,
was considered as an infected plant. The disease
incidence was determined as the quotient of the
number of plants with symptoms and the total of
plants in the experimental unit multiplied by 100.
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W; 2030 msnm; clima templado semiseco, en los
ciclos primavera-verano de 2015 y 2016, bajo la
misma aleatorizaciéon. En ambas evaluaciones,
las poblaciones de maiz nativo evaluadas, el te-
rreno usado en la evaluacion, la fuente de indculo
y el porcentaje de germinacion de las teliosporas
se mantuvieron estables. La semilla inoculada de
cada poblacion se sembré en surcos de 3 m de lar-
go y 0.80 m entre surcos, a una profundidad de 5
cm, con separacion de 13.5 cm entre semillas. La
unidad experimental consistié en un surco con 22
plantas con 3 repeticiones. El disefio experimen-
tal fue un Disefio en Bloques Completos al Azar.
Después de la siembra, el terreno se regd por inun-
dacion (lamina de riego 140 mm), los riegos pos-
teriores se realizaron en las etapas V5, V7, VT, R2
y R5. La escases de humedad entre el primer y el
segundo riego incrementa el porcentaje de inciden-
cia del carbon de la espiga segun lo reportado por
Matyac y Kommedahl (1985). Dentro de las practi-
cas agricolas de remocion del suelo posteriores a la
siembra, solo se realizd un paso de cultivadora en
etapa V4. El manejo de plagas insectiles y malezas
se realizé de acuerdo con el paquete tecnologico
regional, mediante el uso de productos quimicos
comercializados en la region.

La incidencia de la enfermedad en las poblacio-
nes se registro 45 dias después del inicio de la flo-
racion. Se considerd como planta enferma aquella
que presento sintomas en la espiga, en la mazorca,
o ambas. La incidencia de la enfermedad se de-
termind como el cociente entre plantas con sinto-
mas y el total de plantas en la unidad experimental
multiplicado por 100. Considerando los valores de
incidencia, las poblaciones se agruparon de acuer-
do con la escala propuesta por Quezada-Salinas et
al. (2017), la cual considera los siguientes rangos
0-10%=altamente resistente, 11-25%= moderada-
mente resistente, 26-50%= moderadamente suscep-
tible, 51-75%= susceptible y 76-100%= altamente
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Based on the incidence values, the populations
were grouped according to the scale proposed by
Quezada-Salinas et al. (2017), which considers
the following ranges: 0-10%=highly resistant,
11-25%=moderately resistant, 26-50%=moderately
susceptible, 51-75%=susceptible, and
76-100%=highly susceptible. To obtain the disease
incidence, a combined analysis of variance of the
two years was conducted, where the model also
included the State factor, and the genotypes were
nested within the State and the yearxgen Interaction
(state). The base 10 logarithm transformation was
applied to the incidence response variable. The tests
were conducted under the logarithm transformation
to keep the statistical validity of the analysis of
variance, but the mean values were expressed
in the original units. The comparison of multiple
means for years and states was made using the
Least Significant Difference method, and Tukey’s
Honest Significant Difference method to compare
multiple means adjusted by minimum squares
(Ismeans), considering a level of 5% significance in
both cases. The statistical analyses were conducted
using SAS® Systems for Windows V 9.4 (SAS
Institute Inc., 2013) statistical software.

RESULTS AND DISCUSSION

Source of inoculum and seed inoculation.
When the morphologically
characterized, teliospore clusters 73 pm in
diameter were observed. The teliospores (10-
12 x 11-13.5 um) were globose-to-subglobose,
mainly dark brown in color, with ornamentations.
The previously described characteristics are in
agreement with those reported by Vanky, 2012

inoculum was

for Sporisorium reilianum f. sp. zeae species. In
the molecular characterization of the inoculum,
the comparison of the sequences obtained in this
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susceptible. Para los datos de incidencia de
la enfermedad se realizd un analisis de la varian-
za combinado a través de los dos afios incluyendo
en el modelo también al factor Estado, los genoti-
pos se anidaron dentro de Estado y la Interaccion
afioxgen (estado). A la variable respuesta inciden-
cia se le aplicd la transformacion logaritmo base
10. Las pruebas se hicieron bajo la transformacion
logaritmo para conservar la validez estadistica del
analisis de la varianza, sin embargo, los valores
de las medias se expresaron en las unidades ori-
ginales. La comparacion multiple de medias para
afnos y estados se realizé6 mediante el método de la
Diferencia Minima Significativa y la comparacion
multiple de medias ajustadas por minimos cuadra-
dos (Ismeans) realiz6 mediante el método de la Di-
ferencia Significativa Honesta de Tukey, en ambos
casos, considerando un nivel de significancia del
5%. Los analisis estadisticos se hicieron usando del
software estadistico SAS® Systems for Windows V
9.4 (SAS Institute Inc., 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fuente de indculo e inoculacion de semillas. En
la caracterizacién morfologica del indculo, se ob-
servaron aglomeraciones de teliosporas de 73 um
de diametro. Las teliosporas (10-12 x 11-13.5 pm)
fueron de globosas a subglobosas, principalmente
de coloracion café obscuro, con presencia de or-
namentaciones. Las caracteristicas antes descritas
concuerdan con lo reportado por (Vanky, 2012)
para la especie Sporisorium reilianum f. sp. zeae.
En la caracterizacion molecular del indculo, la
comparacion de la secuencias obtenidas en el pre-
sente estudio (KY856895, KY856896) mediante la
herramienta Blastn (Altschul et al., 1990), mostro
99% de identidad con un fragmento correspondiente
a la region ITS del genoma completo de S. reilianum
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study (KY856895, KY856896) using the Blastn
tool (Altschul et al., 1990) showed 99% identity
with a fragment corresponding to the ITS region
of the full genome of S. reilianum f. sp. zeae
deposited in the GeneBank (NCBI) by Schirawski
et al. (2010), thus confirming the identity of the
inoculated pathogen. Of the teliospores used as a
source of inoculum, 48% germinated in acidified
PDA medium after 24 h incubation in darkness at
25 °C, thus demonstrating the inoculum viability,
which exceeded the viability percent reported in
other investigations such as those of Osorio and
Frederiksen (1998), Potter (1914) and Quezada-
Salinas et al. (2013). In this study, the germinated
teliospores formed a four-cell septate basidium,
and each cell produced a hyaline, unicellular and
subglobose basidiospore, which produced a great
number of sporidia that then formed yeast-type
colonies, cream in color (Figure 1 A-B), which is in
agreement with what Marquez-Licona et al. (2018)
reported.

Evaluation of the response of native maize.
In 2015, from March to September the average
temperature value was of 17.7 °C, with average
rainfall of 67.5 mm, and average relative humidity
of 72.6%. In 2016, during the same period, the
temperature average value was of 16.8 °C, average
rainfall of 101.2 mm and average relative humidity
of 74.8%. Thirty days after sowing, when seedlings
infection occurs, the average rainfall was 41 mm
higher in 2016 than in the previous year. Forty
five days after flowering started, plants of the
non-inoculated control remained healthy, thus
demonstrating the absence of inoculum in the soil,
while the plants from inoculated seed showed
formation of sori filled with teliospores which
totally or partially replaced the tassel and the ear
(Figure 1 C-F), as mentioned by Xu et al. (1999),
which caused a marked reduction in pollen and

10
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f. sp. zeae depositado en el GenBank (NCBI) por
Schirawski et al. (2010), corroborandose la iden-
tidad del patogeno inoculado. Las teliosporas em-
pleadas como fuente de in6culo tuvieron un 48%
de germinacion después de 24 h, incubadas en obs-
curidad a 25 °C, en medio de cultivo PDA acidu-
lado, demostrandose asi la viabilidad del inoculo,
superando el porcentaje de viabilidad reportado
en otras investigaciones como Osorio y Frederik-
sen (1998), Potter (1914) y Quezada-Salinas et
al. (2013). En el presente estudio, las teliosporas
germinadas formaron un basidio septado de cuatro
células, cada célula origin6 una basidiospora hia-
lina, unicelular, subglobosa, a partir de las cuales
desarrollaron numerosas esporidias que formaron
colonias tipo levadura color crema (Figura 1 A-B),
lo que concuerda con lo reportado por Marquez-
Licona et al. (2018).

Evaluacion de la respuesta de maiz nativo. En
2015, el valor promedio de temperatura de marzo
a septiembre fue de 17.7 °C, con una precipitacion
promedio fue de 67.5 mm, y humedad relativa
promedio de 72.6%. En 2016, durante el mismo
periodo, el valor promedio de temperatura fue de
16.8 °C, precipitacion promedio de 101.2 mm y hu-
medad relativa promedio de 74.8%. En los 30 dias
posteriores a la siembra, donde ocurre la infeccion
de las plantulas, la precipitacion promedio fue 41
mm superior en 2016, respecto al afio anterior. Des-
pués de 45 dias del inicio de la floracion, las plantas
del testigo no inoculado permanecieron sanas, de-
mostrandose asi la ausencia de indculo en el suelo,
mientras que las plantas provenientes de semilla
inoculada mostraron formacion de soros llenos de
teliosporas que remplazaron total o parcialmente la
espiga y la mazorca de las plantas (Figura 1 C-F)
como lo mencionan Xu et al. (1999), observandose
una marcada reduccion en la produccion de polen
y grano como lo describen Ghareeb et al. (2011).

PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2021

grain production, as described by Ghareeb et al.
(2011).

In 2015, 37 of the native maize populations
showed head smut symptoms in at least one of the
replications, and the disease incidence in the 55
native maize populations ranged from 0 to 28.8%.
Of the 55 native maize populations, 72.7% had
incidence ranging from 0 to 10%, 21.8% incidence
from 11 to 25%, and 5.5% of the collections from
26 to 50% incidence. In the same evaluation, 100
and 83.3% of the native maize populations from
the States of Mexico and Tlaxcala, respectively,
were highly resistant to S. reilianum f. sp. zeae,,
while populations 19 and 21 from Guerrero, and
population 30 from Oaxaca, reached a level of
incidence higher than 26%, so they were classified
as moderately susceptible. For the 2016 cropping
cycle, only 21 of the 55 native maize populations
showed head smut symptoms in at least one of
their replications, and the disease incidence in
the 55 native maize populations ranged from 0 to
22.2%. Out of the 55 native maize populations,
94.5% showed incidences ranging from 0 to 10%,
and 5.5% from 11 to 25%. In the same evaluation,
100% of the native populations from the States of
Mexico, Tlaxcala and Oaxaca were highly resistant
to S. reilianum f. sp. zeae, while populations 19
and 24 from Guerrero and population 16 from
Puebla reached a level of incidence ranging from
11 to 25%, so they were classified as moderately
resistant (Table 2). In the second evaluation year
(2016), the disease incidence in the populations
was lower than in the previous year. The same
happened to the inoculated control (hybrid AZ
41801%), where the disease incidence decreased by
28.4% between the first and the second evaluation.
This may be attributed to a soil humidity increase
due to higher rainfall in the second evaluation year.
These results suggest that a humidity increase
after sowing affected the fungus ability to infect
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Figura 1. Sporisorium reilianum f. sp. zeae. A) Teliosporas germinadas en PDA 24 h después de la siembra. B) Cultivo mono-
basidial en PDA 5 dias después de la siembra. C) Reemplazo parcial de la inflorescencia masculina. D) Sintomas de
filodia en plantas enfermas. E) Atrofia de la inflorescencia masculina. F) Remplazo total de la mazorca por soros

llenos de teliosporas.

Figure 1. Sporisorium reilianum f. sp. zeae. A) Teliospores germinated in PDA 24 h after sowing. B) Monobasidial culture
in PDA S days after sowing. C) Partial replacement of male inflorescence. D) Symptoms of phyllody in infected
plants. E) Male inflorescence atrophy. F) Total replacement of ear by sori filled with teliospores.

En 2015, 37 de las 55 poblaciones de maiz nati-
vo presentaron sintomas del carbon de la espiga en
al menos una de las repeticiones y la incidencia de
la enfermedad en las 55 poblaciones de maiz na-
tivo vari6 entre 0 y 28.8%. De las 55 poblaciones
de maiz nativo, el 72.7% presentaron incidencias
entre 0y 10%, el 21.8% incidencias entre 11y 25%
y el 5.5% de las colectas presentaron entre el 26 y
el 50% de incidencia. En la misma evaluacion, se
encontro que el 100 y el 83.3% de las poblaciones
nativas del Estado de México y Tlaxcala, fueron

PUBLICACION EN LINEA, ENERO 2021

maize seedling roots, as mentioned by Matyac and
Kommedahl (1985).

The high values of disease incidence in the
inoculated hybrid, compared to the incidence
recorded for native maize populations, may be due
to the fact that no disease resistance genes have been
incorporated into the selection process of the hybrid
parent lines, while the genetic diversity present in
the native maize collections is broader and can
express certain levels of resistance, as mentioned
by Fehr (1993) and Hallauer et al. (2010). For this

12



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

altamente resistentes a S. reilianum f. sp. zeae;
mientras que las poblaciones 19y 21 de Guerrero y
la poblacion 30 de Oaxaca alcanzaron incidencias
superiores al 26%, clasificindose como moderada-
mente susceptibles. Para el ciclo 2016, solo 21 de
las 55 poblaciones de maiz nativo presentaron sin-
tomas del carbon de la espiga del maiz en al menos
una de sus repeticiones y la incidencia de la enfer-
medad en las 55 poblaciones de maiz nativo fluctuo
entre 0 y 22.2%. De las 55 poblaciones de maiz
nativo, el 94.5% presentaron incidencias entre 0 y
10% y el 5.5% de las poblaciones presentaron in-
cidencia entre 11 y 25 %. En la misma evaluacion,
se encontrd que el 100% de las poblaciones nati-
vas de los estados de Edo. de México, Tlaxcala y
Oaxaca, fueron altamente resistentes a S. reilianum
f. sp. zeae, mientras que las poblaciones 19y 24 de
Guerrero y la poblacién 16 de Puebla alcanzaron

reason, keeping maize genetic diversity is essential
for future genetic development, since the lack of
genetic diversity may compromise the possibility of
developing high-yielding materials better adapted
to adverse environmental conditions, as well as
the development of disease-resistant germplasm
(Giordani et al., 2019).

Regarding the combined analysis of variance
of head smut incidence in tassel in 55 maize
genotypes evaluated for two years, there were
highly significant differences in the main effects
of year, state and genotype, but not in the year X
genotype interaction (Table 3). The results show
that the populations (genotype), the origin and
the evaluation year influenced the incidence of
head smut in maize tassel. Significant statistical
differences of the same type were found by Briones-
Reyes et al. (2015) when the authors evaluated the
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Cuadro 2. Variacion de la incidencia del carbon de la espiga del maiz (Sporisorium reilianum f. sp. zeae) en 55 pobla-
ciones de maiz nativo inoculado (Mixquiahuala, Hidalgo primavera-verano, 2015 y 2016).
Table 2. Variation in the incidence of head smut on maize tassel (Sporisorium reilianum f. sp. zeae) in 55 populations of
native maize inoculated (Mixquiahuala, Hidalgo, spring-summer, 2015 and 2016).

Lineas enfermas (2015) Lineas enfermas (2016)

Incidencia de la enfermedad (%)

Estado 0-10 1125 2650 5175 76-100 0-10 1125  26-50  51-75  76-100
Tlaxcala 10 2 0 0(0.0 0 12 0 0 0 0
(12)% (83337  (16.66)  (0.0) 00 0.0 (100)  (0.0)  (0.0) (0.0)  (0.0)
Guerrero 6 5 2 000 0 10 3 0 0 0
(13) 46.15)  (3846) (1538) 20 (0 (76.92) (23.07)  (0.0)  (0.0)  (0.0)
Pucbla (6 4 2 0 0 0 6 0 0 0 0
ucbla (6) (66.66)  (33.33)  (0.0)  (0.0)  (0.0) (100)  (0.0)  (0.0) (0.0) (0.0
o 3 9 3 1 0 0 13 0 0 0 0
axaca(13) 903y (2307) (7690  (0.0)  (0.0) (100)  (0.0)  (0.0) (0.0)  (0.0)
México 11 0 0 0 0 11 0 0 0 0
(11) (100) (0.0) 0.0)  (0.0) (0.0 (100)  (0.0)  (0.0) (0.0) (0.0

Escala para la clasificacion de poblaciones de maiz nativo: 0-10%=altamente resistente, 11-25%= moderadamente resistente,
26-50%= moderadamente susceptible, 51-75%= susceptible y 76-100%= altamente susceptible. *= Ntamero total de pobla-
ciones de maiz nativo evaluadas por estado. Y= numero de poblaciones de maiz nativo enfermas en el rango correspondiente.
“= Porcentaje de poblaciones de maiz nativo enfermas en el rango correspondiente, respecto al total de lineas evaluadas
por estado. / Scale to classify native maize populations: 0-10%=Highly resistant, 11-25%= moderately resistant, 26-50%=
moderately susceptible, 51-75%= susceptible, and 76-100%= highly susceptible. *=Total number of evaluated native maize
populations by state. Y=number of infected native maize populations in the corresponding range. “=Percent of infected native
maize populations in the corresponding range compared to the total of evaluated lines by state.
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incidencias entre el 11 y el 25%, clasificandose
como moderadamente resistentes (Cuadro 2). En el
segundo afo de evaluacion (2016), la incidencia de
la enfermedad en las poblaciones fue menor respec-
to a la evaluacion del afio anterior. Lo mismo suce-
dio en el testigo inoculado (hibrido AZ 41801®), en
donde se observo una disminucion del 28.4% en la
incidencia de la enfermedad entre la primera y la
segunda evaluacion. Lo anterior se puede atribuir a
un incremento en la humedad del suelo, esto como
resultado de una mayor precipitacion en el segundo
afo de evaluacion. Estos resultados sugieren que
la condicion de alta humedad posterior a la siem-
bra afect6 la capacidad del hongo para infectar las
raices de las plantulas de maiz, como lo mencionan
Matyac y Kommedahl (1985).

Los valores elevados en la incidencia de la en-
fermedad en el hibrido inoculado, respecto a la
incidencia registrada en las poblaciones de maiz
nativo, puede deberse a que no se han incorpora-
do genes de resistencia a la enfermedad dentro del
proceso de seleccion de las lineas parentales del hi-
brido, mientras que la diversidad genética presen-
te en las colectas de maiz nativo es mas amplia y
puede expresar ciertos niveles de resistencia como
lo mencionan Fehr (1993) y Hallauer ef al. (2010).
Por esta razon, la conservacion de la diversidad
genética del maiz es crucial para el mejoramiento
genético a futuro, debido a que la falta de diversi-
dad genética compromete la posibilidad de generar
materiales con mejores rendimientos, la adaptacion
a condiciones ambientales adversas y el desarrollo
de germoplasma resistente a enfermedades (Gior-
dani et al., 2019).

Respecto al analisis de la varianza combina-
do de la incidencia de carbon de la espiga en 55
genotipos de maiz evaluados durante dos afos, se
encontrd que hubo diferencias altamente significa-
tivas para los efectos principales de afio, estado y
genotipo, pero no hubo efecto de interaccion afio X
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response of the same native maize populations
to ear rot caused by Fusarium spp. under natural
infection conditions. The differences among the
populations and their origin show the phenotypic
and genotypic diversity present in the variants of
the existing native maize in the states of origin. The
significant differences in disease incidence from one
evaluation year to another, where the only source of
variation was the amount of soil humidity, suggest
that there is an inversely proportional relation
between soil moisture and disease incidence, which
is in agreement with the results obtained by Matyac
and Kommedahl (1985).

The comparison of multiple means for years and
states, using the Least Minimum Difference test
and the logarithm transformation of the variable
response to stem head smut incidence, divided the
populations into four defined groups (Table 4). The
first group included populations from Tlaxcala and
the State of Mexico, which had a lower percent of
disease incidence. The second group was formed
by populations from Oaxaca and Puebla. The third
group included only populations from Guerrero,
and the last group was the inoculated control,
which had the highest incidence mean in the study.

Table 5 shows the results of the comparison
of means of the genotypes nested in the states
and through the two years. In this analysis, 8 of
the 11 populations of native maize from the State
of Mexico were not affected by the pathogen in
none of their replications, in both evaluations,
while 6 of 13 populations from Guerrero had an
intermediate incidence equal to or higher than
10%. The resistance of the maize populations from
the State of Mexico could be explained by the fact
that the disease was first reported in Amecameca
(Borlaug, 1946) in teocintle plants and that the
maize crops in the region may have been exposed
to the pathogen, thus occurring the coevolution
between the pathogen and the host. On the other
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Cuadro 3. Analisis de la varianza combinado usando el logaritmo base 10 de la
incidencia de carbén de la espiga (Sporisorium reilianum f. sp. zeae) en
56 genotipos de maiz colectados en diferentes estados de la republica

mexicana, evaluados durante dos afios (2015-2016).
Table 3. Combined analysis of variance using the base 10 logarithm to determine
head smut incidence on tassel (Sporisorium reilianum f. sp. zeae) in 56
maize genotypes collected in different Mexican states, evaluated for two

years (2015-2016).

Fuente variacion Grados de libertad Cuadrados Medios Prob.

Modelo 115 0.5359 <0.0001

Ano 1 6.9491 <0.0001

Estado 5 4.4818 <0.0001

Rep(afio) 4 0.3236 0.2171

Gen(Estado) 50 0.3309 0.0283

Ano* Gen(Estado) 55 0.2693 0.1705
Error 219 0.2225

Total 334

genotipo (Cuadro 3). Los resultados muestran que
las poblaciones (genotipo), el origen y el afo de
evaluacion influyeron en la incidencia del carbon
de la espiga del maiz. Diferencias estadisticas sig-
nificativas del mismo tipo fueron encontradas por
Briones-Reyes et al. (2015) al evaluar la respuesta
de las mismas poblaciones de maiz nativo a la pu-
dricion de mazorca causada por Fusarium spp. bajo
condiciones de infeccion natural. Las diferencias
entre las poblaciones y el origen de estas muestran
la diversidad fenotipica y genotipica presente en las
variantes de maiz nativo existente en los estados de
origen. Las diferencias significativas entre la inci-
dencia de la enfermedad de un afio de evaluacion al
siguiente, en donde la tnica fuente de variacion fue
la cantidad de humedad en el suelo, sugiere una re-
lacion inversamente proporcional entre la cantidad
de humedad presente en el suelo y la incidencia de
la enfermedad, lo que concuerda con lo descrito por
Matyac y Kommedahl (1985).

La comparacion multiple de medias para los
efectos de afios y de estados, usando la prueba de
la Diferencia Minima Significativa y la transforma-
cion logaritmo de la variable respuesta incidencia
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hand, the maize populations from Guerrero were
the most susceptible to the disease, and this result
is in agreement with our initial hypothesis, which
is based on observations in the field, where a
greater disease susceptibility has been detected
in hybrids developed using maize lines from the
state of Guerrero (Tuxpefio race) (Dr. Fernando
Castillo Gonzalez, personal communication).
Conversely, when the same 55 populations were
used to evaluate their response to ear rot caused by
Fusarium spp., the native maize populations from
the State of Mexico showed higher susceptibility to
ear rot, as reported by Briones-Reyes et al. (2015).

Considering the scale used to classify the
populations and the mean separation shown in Table
5, it can be observed that 48 of the 56 evaluated
genotypes are within the range of 0-10% incidence,
and, therefore, they are considered as highly resistant
to the disease. Seven of the evaluated genotypes are
within the range of 11-25% incidence, so they are
considered as moderately resistant to the disease,
and only the inoculated control, which was within
the range of 51-75% incidence, was classified as

susceptible to head smut. Previous results show
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Cuadro 4. Comparaciones de medias para afios y estados, usando la

prueba de la Diferencia Minima Significativa y la transfor-
macion logaritmo de la variable respuesta incidencia de car-
bon de la espiga.

Table 4. Comparison of means for years and states using the Least Sig-

nificant Difference and logarithm transformation of the vari-
able incidence response to head smut on tassel.

Ano Media NY Estado Media N
2015 8.434 Ax 168 Testigo inoculado 57.100 A 6
2016 3.208 B 168 Guerrero 9812 B 77
DMS?  2.096 Oaxaca 5.270 BC 78
Puebla 4.691 BC 36
Tlaxcala 2.867 C 72
Estado de México 0.954 C 66

DMS 5.529

*Medias por columna con la misma letra no son estadisticamente diferentes
en base a la prueba de Fisher (LSD, p=0.05); ¥ nimero de observaciones;
“Diferencia Minima Significativa. / *Means per column with the same letter
are not statistically different according to the Fisher’s test (LSD, p=0.05);
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ynumber of observations; “Least Significant Difference.

de carbon de la espiga, dividio a las poblaciones en
cuatro grupos definidos (Cuadro 4). El primer gru-
po considera las poblaciones provenientes de Tlax-
cala y el Edo. de México, las cuales presentaron
los menores porcentajes de incidencia de la enfer-
medad. El segundo grupo estuvo integrado por las
poblaciones de origen en los estados de Oaxaca y
Puebla. El tercer grupo lo integraron solo poblacio-
nes originarias de Guerrero y el ultimo grupo fue el
testigo inoculado que presento la incidencia media
mas alta del estudio.

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de las
comparaciones de medias para los genotipos ani-
dados dentro de estados y a través de los dos afos.
En este analisis, se encontrdé que ocho de las 11
poblaciones de maiz nativo del Estado de México
no fueron afectadas por el patdogeno en ninguna de
sus repeticiones, en ambas evaluaciones, mientras
que seis de las 13 poblaciones de Guerrero tuvie-
ron una incidencia media de la enfermedad igual
o superior al 10%. La resistencia observada en las
poblaciones de maiz del Estado de México podria
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that the diversity present in the evaluated maize
populations would allow the selection of disease-
resistant germplasm. Similarly, the variation of
the response of the evaluated materials to the
disease makes it clear that the type of resistance
to head smut is quantitative. This is demonstrated
by the selection method (S1 recurrent) used by De
Leon (2020) to develop open-pollinated varieties
resistant to the disease.

The information obtained in the present study
is the first exploration of the presence of disease
resistance genes in native maize populations, which
will allow the disease resistance improvement
programs to exclude the populations with a
higher incidence percent in both evaluations.
The information obtained in this study is meant
to encourage the rescue and use of maize native
populations, as well as launching improvement
programs to develop maize lines genetically
resistant to the disease, as Quezada-Salinas et al.
(2017) have done, and the subsequent development
of high-yielding open-pollinated varieties and
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Cuadro 5. Comparaciones de medias ajustadas por minimos cuadrados (Ismeans), agrupadas por el método de Tukey, para
genotipos anidados dentro de estados y a través de los dos afios.
Table 5. Comparison of means adjusted by minimum squares (Ismeans) grouped by the Tukey’s method for genotypes nest-

ed within states and for two years.

Genotipo Estado Media Genotipo Estado Media
100 Testigo inoculado 57.10A” 34 Oaxaca 3.70EFGH

19 Guerrero 23.03AB 9 Oaxaca 3.58EFGH
23 Guerrero 20.10BC 51 Estado de México 3.55EFGH
20 Guerrero 15.97BCD 12 Tlaxcala 3.33EFGH
21 Guerrero 14.39CDE 49 Puebla 3.12EFGH
30 Oaxaca 13.19CDEF 17 Oaxaca 2.42EFGH
24 Guerrero 13.04CDEFG 53 Estado de México 2.38FGH
27 Oaxaca 11.44CDEFG 7 Guerrero 2.06GH
25 Guerrero 10.65CDEFG 37 Tlaxcala 1.85GH
36 Puebla 9.40CDEFG 18 Guerrero 1.85GH
22 Guerrero 8. 70DEFG 35 Oaxaca 1.66GH
50 Puebla 8.54DEFGH 38 Puebla 1.51GH
10 Oaxaca 6.82DEFGH 55 Guerrero 1.51GH

5 Tlaxcala 6.66DEFGH 13 Tlaxcala 1.38GH
26 Oaxaca 6.47DEFGH 11 Tlaxcala 1.28GH

1 Guerrero 5.90DEFGH 33 Oaxaca OH
40 Tlaxcala 5.55DEFGH 4 Tlaxcala OH
16 Puebla 5.55DEFGH 52 Estado de México OH
54 Guerrero 5.50DEFGH 14 Tlaxcala OH

6 Guerrero 5.42DEFGH 42 Estado de México OH
28 Oaxaca 5.25DEFGH 41 Estado de México OH
31 Oaxaca 5.09DEFGH 44 Estado de México OH
39 Tlaxcala 4.79DEFGH 45 Estado de México OH

2 Tlaxcala 4.78EFGH 46 Estado de México OH
48 Tlaxcala 4.74EFGH 43 Estado de México OH
29 Oaxaca 4.68EFGH 3 Tlaxcala OH

8 Estado de México 4.55EFGH 47 Estado de México OH
32 Oaxaca 4.16EFGH 15 Puebla OH

“Medias por columna con la misma letra no son estadisticamente diferentes en base a la prueba de Tukey (p=0.05). / “Means per
column with the same letter are not statistically different according to Tukey’s test (p=0.05).

explicarse considerando que el primer reporte de la
enfermedad en México fue en Amecameca, Edo. de
México (Borlaug, 1946) en plantas de teocintle, por
lo que los maices de la region habrian estado ex-
puestos al patéogeno, ocurriendo asi la coevolucion
entre el patdogeno y el hospedante. Por otra parte,
las poblaciones de maiz de Guerrero fueron las
mas susceptibles a la enfermedad, correspondien-
do a nuestra hipdtesis inicial, generada a partir de
observaciones en campo en donde se ha registrado
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genetically resistant maize varieties, as the open-
pollinated variety CP-Verol developed by De
Leon (2020). Finally, it is suggested to continue
evaluating native maize germplasm including
a greater number of populations classified by
race, conducting simultaneous evaluations under
different environments, and molecular studies,
to ensure the presence of resistance genes in the
populations to be used as possible sources of
resistance to head smut.
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una mayor susceptibilidad a la enfermedad en hi-
bridos generados a partir de lineas provenientes del
estado de Guerrero (Raza Tuxpefio) (comunicacion
personal Dr. Fernando Castillo Gonzalez). En caso
contrario, cuando las mismas 55 poblaciones fue-
ron evaluadas en su respuesta a la pudricion de ma-
zorca por Fusarium spp., las poblaciones de maices
nativos provenientes del Edo. de México mostraron
una mayor susceptibilidad a la pudricion de mazor-
ca como lo reportaron Briones-Reyes et al. (2015).

Considerando la escala empleada para la clasifi-
cacion de las poblaciones y la separacion de medias
mostrada en el Cuadro 5 se puede observar que 48
de los 56 genotipos evaluados se encuentran dentro
del rango de 0 a 10% de incidencia de la enferme-
dad, por lo que se consideran altamente resistentes
a la enfermedad. Siete de los genotipos evaluados
se encuentran en el rango entre el 11 y el 25% de
incidencia de la enfermedad, considerandose mo-
deradamente resistentes a la enfermedad y solo el
testigo inoculado se ubico entre el rango de 51 y
75% de incidencia de la enfermedad clasificandose
como susceptible al carbon de la espiga del maiz.
Los resultados anteriores demuestran que la diver-
sidad presente en las poblaciones de maiz evalua-
das permitiria la seleccion de germoplasma resis-
tente a la enfermedad. De igual forma, la variacion
en la respuesta a la enfermedad en los materiales
evaluados hace evidente que el tipo de resistencia
a esta enfermedad es de tipo cuantitativo. Lo an-
terior se corrobora por el método de seleccion (S1
recurrente) empleado por De Leon (2020), para la
generacion de variedades de polinizacion libre con
resistencia a la enfermedad.

La informacién obtenida en el presente estu-
dio es la primera exploracion sobre la presencia
de genes de resistencia a la enfermedad en mai-
ces nativos, que permiten excluir de un programa
de mejoramiento para resistencia a la enfermedad
a aquellas poblaciones que presentaron un mayor
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CONCLUSIONS

There is variation in the response of native maize
germplasm to S. reilianum f. sp. zeae. infection
depending on its geographical origin. The variation
of the populations response to the infection
suggests the presence of genes for resistance to the
pathogen in the populations that were not affected
by the disease. The native maize from Guerrero
was more susceptible to the disease, while maize
collected in the States of Mexico and Tlaxcala was
more resistant. The high-soil humidity levels in the
first development stages of the crop reduces the
disease incidence.

End of the English version ~—~—~—~—~

porcentaje de incidencia en ambas evaluaciones.
La informacion generada en el presente estudio
pretende incentivar el rescate y uso de los materia-
les nativos de maiz, asi como incentivar el inicio
de programas de mejoramiento para el desarrollo
de lineas con resistencia genética a la enfermedad
como lo han hecho Quezada-Salinas et al. (2017)
y la subsecuente generacion de variedades de po-
linizacion libre con alto rendimiento y resistencia
genética a la enfermedad, como la variedad de po-
linizacion libre CP-Verol generada por De Ledn
(2020). Finalmente, se sugiere continuar la evalua-
cion de germoplasma nativo de maiz consideran-
do un mayor niimero de poblaciones clasificadas
por raza, evaluaciones simultaneas bajo diferentes
ambientes y estudios moleculares para asegurar la
presencia de genes resistencia en las poblaciones
que pretendan usarse como posibles fuentes de re-
sistencia a la enfermedad.
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CONCLUSIONES

Existe variaciéon en la respuesta de germoplas-
ma nativo de maiz a la infeccion de S. reilianum
f. sp. zeae. dependiendo de su origen geografico.
La variacion en la respuesta de las poblaciones a la
infeccidn sugiere la presencia de genes de resisten-
cia al patdogeno en las poblaciones que no fueron
afectadas por la enfermedad. Los maices nativos
de Guerrero mostraron una mayor susceptibilidad a
la enfermedad, mientras que los maices colectados
en el Estado de México y Tlaxcala presentaron la
mayor resistencia. La condicion de alta humedad
en el suelo en las primeras etapas del desarrollo del
cultivo reduce la incidencia de la enfermedad.
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