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RESUMEN

El maiz tiene sus origenes en el centro de Mesoamérica y es considerado hasta la
fecha uno de los cultivos basicos en la alimentacion, principalmente en México. La
produccién de este cultivo ha ido en decremento debido a diversos factores, uno de
ellos son las enfermedades causadas por fitopatégenos. La mancha de asfalto la cual
es producida por Phyllachora maydis y Monographella maydis principalmente, ha
provocado pérdidas econdmicas importantes en México y otros paises como lo es
Guatemala. Este trabajo de investigacion surge a partir de la necesidad de conocer los
mecanismos de resistencia del maiz a Phyllachora maydis y Monographella maydis
como también conocer la variabilidad genética de las poblaciones estos patégenos.

Para evaluar la resistencia del maiz a Phyllachora maydis y Monographella maydis se
utilizaron tres variedades comerciales (DK390, SP500, P4083W) y dos maices locales
(Chapingo-Tuxpefio y Chapingo-Comiteco), teniendo asi variedades resistentes y
susceptibles. Con un disefio completamente al azar (cuatro repeticiones y cinco
genotipos), Se realizaron dos ensayos de inoculacion in vitro en fragmentos de hojas
y uno de inoculacion in vivo en planta sana joven de maiz, con una suspension de
esporas de P. maydis y M. maydis a una concentracion de 2x10°mL1y 2x108mL™1. Se
tomaron muestras a las 12, 36, 60, 84, 108, 132, 156 y 180 h en el primer ensayo in
vitro; 60, 120, 180, 240 y 300 h en el segundo in vitro y 8, 15, 23, 31, 38 y 45 dias en
el ensayo in vivo. Se evalué el nimero de estomas infectados por tiempo de
inoculacién. Se realiz6 el analisis de varianza (ANVA) y la prueba de medias de Tukey
(P<0.05) con el paquete estadistico SAS (Version 9.3).

Los resultados para los genotipos DK390, Chapingo-Comiteco y Chapingo-Tuxpefio,
mostraron alta incidencia en el proceso inicial de infecciébn a nivel estomatico a la
enfermedad mancha de asfalto.

El genotipos P4083W presento incidencia alta en los ensayos de inoculacién in vitro
en fragmentos de hoja; mientras que en el ensayo de inoculacién in vivo en planta
sanay joven de maiz presento incidencia media de estomas infectados. Mientras que
el genotipo SP500 present6 incidencia media en el proceso inicial de infeccion a nivel
estoméatico a la enfermedad mancha de asfalto.

Para el estudio de variabilidad genética, se realiz6 una colecta de campo tomando
muestras (hojas de maiz) con sintomas y signos de P. maydis y M. maydis en los
municipios de Villaflores, Ocosingo, Oxchuc, Ocozocoautla, Las margaritas, Tzimol,
Comitan, Teopisca y Venustiano Carranza y se recibieron muestras procedentes de
Monjas Jalapa, Municipio de Guatemala. Se realiz6 extraccibn de ADN directo del
tejido enfermo, usando el método de Dellaporta et al. (1983); con la reaccién en cadena
de la Polimerasa (PCR) se utilizaron los ‘primers’ ITS1 e ITS4; los productos de PCR
se enviaron a secuenciar, las secuencias resultantes se compararon con secuencias
depositadas en el Genbank. El analisis filogenético se realiz0 mediante el método
UPGMA el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) Version 7.
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Se obtuvieron secuencias de 11 muestras de ADN de Phyllachora maydis, seis de
Monographella, dos de Microdochium y dos Coniothyrium. Las secuencias MA141501,
MA143001, MA141401 procedentes de Huixtan, MA142201, MA142301 procedentes
de Villaflores, MA140901, MA141101 y MA141201 procedentes de Oxchuc,
MA142401 procedente de Las Margaritas y la secuencia MA142101 procedente de
Ocozocoautla, corresponden a Phyllachora maydis con un 83 a 99 % de identidad con
Phyllachora maydis (accesion KU184459).

Las secuencias MA141702 y MA142202 procedente de Villaflores; MA141902 vy
MA142002 procedente de Ocozocoautla; MA141202 procedente de Oxchuc y la
secuencia MA140702 procedente de Ocosingo, tienen una identidad de un 88 a 96%
Monographella sp. y Microdochium semicola (KP859022). Considerando que
Microdochium es la fase asexual de Monographella, se llega a la conclusion que estas
secuencias se clasifican como Monographella sp. (accesion JN688923).

Las secuencias MA141902 Procedente de Ocozocoautla y la MA140902 procedente
de Oxchuc se clasificaron como Microdochium semicola ( accesion KP859022) con un
94 a 95% de identidad. Mientras que las secuencias MA141304 y la MA141504
procedentes de Huixtan se clasificaron como Coniothyrium sp. (accesiéon HQ115651)
con un 94% de identidad.

Palabras Clave: Mancha de asfalto, resistencia, inoculacion artificial, diversidad
genética.



ABSTRACT

Corn has its origins in the center of Mesoamerica and it is considered to date one of
the staple crops in food, mainly in Mexico. The production of this crop has been
decreasing due to several factors, one of them are diseases caused by
phytopathogens. Tar Spot Complex which is produced by Phyllachora maydis and
Monographella maydis mainly, has caused significant economic losses in Mexico and
other countries such as Guatemala. This research work arises from the need to know
the resistance mechanisms of corn to Phyllachora maydis and Monographella maydis
as well as to know the genetic variability of the populations of these pathogens.

To evaluate the resistance of maize to Phyllachora maydis and Monographella maydis,
three commercial varieties (DK390, SP500, P4083W) and two local maizes were used
(Chapingo-Tuxpefio and Chapingo-Comiteco), thus having resistant and susceptible
varieties. With a completely randomized design (four replications and five genotypes),
two in vitro inoculation tests were carried out on leaf fragments and one inoculation in
vivo on healthy young maize plant, with a spore suspension of P. maydis and M.
maydis at a concentration of 2x10° mL1y 2x108 mL1. Samples were taken at 12, 36,
60, 84, 108, 132, 156 and 180 hours in the first in vitro assay; 60, 120, 180, 240 and
300 hours in the second in vitro and 8, 15, 23, 31, 38 and 45 days in the in vivo assay.
The number of infected stomata was evaluated by inoculation time. Analysis of variance
(ANVA) and Tukey's means test (P<0.05) were performed with the statistical package
SAS (Version 9.3).

The results for the genotypes DK390, Chapingo-Comiteco and Chapingo-Tuxpefo
genotypes showed high incidence in the initial process of stomatal infection to Tar Spot
Complex disease, resulting to be susceptible.

The P4083W genotypes showed high incidence in vitro inoculation tests on leaf
fragments; while in the in vivo inoculation test in healthy and young maize plants, there
was an average incidence of infected stomata. While the SP500 genotype had an
average incidence in the initial process of stomatal infection to Tar Spot Complex
disease, resulting to be resistant.

For the study of genetic variability, a field collection was carried out taking samples
(corn leaves) with symptoms and signs of P. maydis and M. maydis in the municipalities
of Villaflores, Ocosingo, Oxchuc, Ocozocoautla, Las Margaritas, Tzimol, Comitan,
Teopisca and Venustiano Carranza and samples were received from Monjas Jalapa,
Municipality of Guatemala. DNA extraction was performed directly from the diseased
tissue, using the Dellaporta et al. (1983); in the polymerase chain reaction (PCR) using
the primers ITS1 and ITS4; the PCR products were sent to be sequenced, the resulting
sequences were compared with sequences deposited in the Genbank. Phylogenetic
analysis was performed using the Molecular Evolutionary UPGMA Genetics Analysis
(MEGA) program Version 7.
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Sequences of 11 DNA samples from Phyllachora maydis, six from Monographella, two
from Microdochium and two Coniothyrium were obtained. The sequences MA141501,
MA143001, MA141401 from Huixtan, MA142201, MA142301 from Villaflores,
MA140901, MA141101 and MA141201 from Oxchuc, MA142401 from the Margaritas
and the MA142101 sequence from Ocozocoautla correspond to Phyllachora maydis
with 83 to 99% Identity with Phyllachora maydis (accession KU184459).

The sequences MA141702 and MA142202 from Villaflores; MA141902 and MA142002
from Ocozocoautla; MA141202 from Oxchuc and sequence MA140702 from Ocosingo,
have an identity of 88 to 96% Monographella sp. and Microdochium semicola
(KP859022). Considering that Microdochium is the asexual phase of Monographella, it
is concluded that these sequences are classified as Monographella sp. (accession
JN688923).

Sequences MA141902 From Ocozocoautla and MA140902 from Oxchuc were
classified as Microdochium semicola (accession KP859022) with 94 to 95% identity.
While sequences MA141304 and MA141504 from Huixtan were classified as
Coniothyrium sp. (accession HQ115651) with 94% identity.

Keywords: Tar Spot Complex, resistance, artificial inoculation, genetic diversity.



1. INTRODUCCION

El maiz es la base de la alimentacion en México, donde se producen aproximadamente
26 millones de toneladas al afio, sin embargo, esta produccion se ha visto afectada
por diversas enfermedades, una de ellas es el complejo mancha de asfalto (CMA), que
resulta de la interaccién sinérgica de tres hongos, Phyllachora maydis, Monographella
maydis y Coniothyrium phyllachorae. Esta enfermedad ha provocado pérdidas
econdmicas significativas en los ultimos afos.

El CMA fue reportado por Maublanc en el afio 1904 por primera vez en México, existen
reportes en Nayarit, Jalisco, Guerrero, Chiapas, Veracruz (Hock et al., 1989) y
actualmente en el estado de México (Rios-Herrera et al., 2016). Esta enfermedad se
habia limitado a areas especificas de 1300 a 2000 msnm y también en zonas
productoras de maiz tropical y subtropical, sin causar dafios severos.

De 2001 a 2005, en Guerrero se reporto el 40% de pérdidas de las 3,100 ha sembradas
de maiz en el valle de Mochitlan, a causa del CMA, lo que representa pérdidas severas
en la produccién de grano; en 2005 se reporté la pérdida total de 600 ha en el municipio
de Tixtla, con un incremento drastico en afio 2007, con pérdidas en mas de 10
municipios, convirtiéndose en una importante limitante para la produccién de maiz en
ese estado. En Oaxaca se reportaron altas incidencias en el afio 2012, con pérdidas
de mas del 50% en la produccion de maiz (Lépez et al., 2011).

El CMA es una enfermedad que no solo se encuentra en México, es considerada
también de importancia econdémica en El Salvador, Guatemala, Colombia, Nicaragua,
Honduras, y otros paises latinoamericanos; es por ello que se ha creado un enfoque
integrado de control de esta enfermedad tanto en México como en otros paises que
consiste en el uso de practicas culturales y control quimico.

Actualmente existen estudios que han evaluado variedades de maiz y respuestas de
estos a la infeccion natural en campo al CMA, tomando en cuenta las condiciones
climaticas, las practicas culturales y la aplicaciéon de fungicidas en la produccién. Hasta
ahora los resultados mas favorables ha sido el uso de variedades resistentes, siendo
también el méas econémico.

Los mecanismos de la resistencia del maiz al CMA no estan bien entendidos, no es
claro si la respuesta inicial del hospedante es a Phyllachora maydis, a Monographella
maydis 0 a ambos hongos, los cuales deben estar presentes para que se desarrollen
los sintomas principales de la enfermedad (Hock et al., 1995).

Se desconoce la evolucion de las cepas de los hongos causales de la mancha de
asfalto, existe la necesidad de conocer acerca de la estructura genética de las
poblaciones de los patdégenos causales del CMA, con el fin de apoyar los esfuerzos de
mejoramiento del maiz en la busqueda de resistencia y/o tolerancia.



1.2 Objetivo general

Analizar los mecanismos de infeccidn que utilizan Phyllachora maydis y Monographella
maydis para provocar dafos en el cultivo maiz y determinar la variabilidad genética
estos hongos.

1.2.1 Objetivos especificos

a) Evaluar la respuesta de cinco genotipos de maiz a la inoculacién artificial in vitro
con esporas de Phyllachora maydis y Monographella maydis en plantas jovenes.

b) Estudiar la variabilidad genética de las poblaciones de Phyllachora maydis y
Monographella maydis (y su anamorfo Microdochium) provenientes de Chiapas y
Guatemala mediante secuenciacion y analisis filogenético.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Mancha de asfalto

El complejo mancha de asfalto del maiz es una enfermedad producida por la
interaccion sinérgica de tres hongos Phyllachora maydis, Monographella maydis y el
hiperparasito Coniothyrium phyllachorae (Maublanc, 1904). Esta enfermedad ha
estado presente en los campos maiceros de las zonas tropicales; sin embargo, a partir
de 2007, su importancia econ6mica ha crecido, convirtiéndose en una importante
limitante, principalmente para la produccion en México, América Central y Colombia
(Monterroso, 2012).

Rult et al. (2016) mencionan que el agente causal del inicio de la enfermedad mancha
de asfalto es Phyllachora maydis Maubl, mediante la confirmacion morfologica a través
de examenes microscopicos en comparacion con descripciones publicadas del hongo
(Hock et al., 1989).

Phyllachora maydis se ha reportado en México, Cuba, Puerto Rico, Panam4,
Nicaragua, El Salvador, Venezuela, Costa Rica, Colombia, Guatemala, Honduras,
Brasil, Nueva York, Miami y en Estados Unidos, en este ultimo, se detectaron
cargamentos de maiz con Phyllachora maydis procedentes de Guatemala y en San
Diego, California, en cargamentos procedentes de México (Cline, 2005).

En el 2007 y 2008 en Guatemala se reportaron pérdidas de mas del 80 % en la
produccién de grano (Monterroso 2012, 2014); en el 2011 en Honduras se vio afectada
la produccién del 35 al 75% (DGSV, 2011); en Oaxaca en el 2012 se reportaron
pérdidas del 70 al 90%, y en algunas regiones hubo pérdidas hasta del 100% (Mahuku
et al., 2015).

En México se report6 por primera vez a Linochora (estado imperfecto de P. maydis) y
Monographella maydis en 1984 por Mullér y Samuels; en 1904 Maublanc reporta a
Phyllachora maydis y Coniothyrium phyllachorae. Existen reportes de esta enfermedad
del 30% en la etapa de floracion, lo que provocé una pérdida en la produccion de 400
a 500 mil hectareas de maiz de los estados de Jalisco, Michoacan, Hidalgo, Veracruz,
Oaxaca y Chiapas (Hock et al., 1989).

Actualmente las pérdidas de cosecha que provoca esta enfermedad varian del 15 al
50%, en casos muy graves hasta del 100% y se considera econO0micamente importante
en unas 800 mil hectareas distribuidas en los estados de Jalisco, Michoacan, Nayarit,
Veracruz, Oaxaca, Chiapas y Guerrero (Gonzélez, 2013).

En Chiapas, se reportaron los primeros dafios causados por la mancha de asfalto en
el afio 1985, los Unicos hongos reportados en este estado son Phyllachora y
Microdochium (Hock, 1989; Quiroga-Madrigal, 1995). En la Frailesca también existen
reportes de dafio causado por la mancha de asfalto, aunque se desconoce el impacto
econdémico que ha causado esta enfermedad en esta zona (Martinez y Espinosa,
2014).



2.1.1 Condiciones propicias para el desarrollo

La mancha de asfalto se presenta en zonas relativamente frescas y himedas de los
tropicos; se desarrolla cuando las temperaturas durante el dia son de 17° a 22°C y
excesos de lluvia que provocan humedad relativa superior al 75% (10 a 20 dias
nublados en el mes) (Mahuku et al., 2013). La germinacién de las ascosporas y la
formacién de apresorios ocurren cuando se presentan temperaturas de entre 10 a
20°C y se reduce cuando es mas de 25°C, lo que explica su predominancia en
condiciones de dias nublados y frescos (Dittrich et al., 1991).

Cuando las condiciones son propicias para el desarrollo de la enfermedad, la planta
de maiz puede secarse por completo de 8 a 14 dias después de la infeccion y si
aparece en la etapa temprana, antes de que la mazorca empiece a llenarse, estas
presentan poco grano, de poco peso, marchitos y germinan prematuramente. Lo que
puede provocar pérdidas en el rendimiento de la produccién de maiz de méas del 50%
(Hock et al., 1989; San Vicente y Mahuku, 2011).

2.1.2 Epidemiologia

Phyllachora maydis afecta al cultivo de maiz en el estado de plantula, siendo este el
hongo que inicia la infeccién, después aparecen signos y sintomas por Monographella
maydis, hongo que por lo general ataca alrededor de la floracion, aunque también
puede manifestar infecciones precoces cuando las plantas tienen de ocho a diez hojas
(Hock, 1989; Hernandez et al., 2015). La secuencia de esta enfermedad es observada
siempre de la misma forma en campo. Las lesiones que causa la mancha de asfalto
empiezan a desarrollarse en las hojas inferiores, la infeccién continda hacia arriba,
infectando incluso las hojas mas jévenes, ocasionando pérdidas que van de 30 a
100%, esto se debe a que las lesiones necréticas llegan a fusionarse y provocan
guemaduras completas del follaje en menos de 8 dias, debido a la coalescencia de
lesiones inducidas por los distintos hongos y atribuido a la produccién de una toxina
(Hock et al., 1989; Pereyda et al., 2009).

La germinacion de ascosporas y la formacion de apresorios de Phyllachora maydis se
da principalmente cuando se presentan temperaturas entre 10 y 20°C, lo cual explica
su predominancia en condiciones de dias nublados (Dittrich et al.,, 1991). La
transportacién de ascosporas de este hongo se da por el viento, altamente influenciada
por las condiciones de luz diurna, alcanza una liberacion maxima entre las 17 y 21
horas (Monterroso, 2014).

Phyllachora maydis se ha probado que sobrevive en restos de cosecha, que soporta
altas temperaturas quedando en incubacion, hasta que inicia el nuevo ciclo del cultivo
del maiz, no se ha reportado ningun hospedante alterno de este hongo (Martinez y
Espinosa, 2014). Debido a que se han realizado pruebas del tejido seco con signos y
sintomas P. maydis, como montajes permanentes en glicerol al 50% diluido en agua y
se han observado ascosporas de este hongo (Malaguti y Subero, 1972; Monterroso,
2012).



5

Phyllachora maydis Unicamente se hospeda en el maiz (Zea mays L.) (Parbery, 1967),
en México hasta ahora no existe reporte de ningin hospedante alterno incluyendo
otras especies del género Zea (Hock et al., 1995). Tampoco se transmite por semilla;
por si solo provoca un bajo nivel de necrosis, aunque este nivel podria ser
econdmicamente significativo en algunas areas, el dafio mas importante es causado
por la sucesion posterior del hongo Monographella maydis (Chalkley, 2015).

Otros factores que contribuyen a la expresion de la enfermedad son los niveles altos
de fertilizacién nitrogenada, las siembras tardias, la repeticion de siembra ciclo tras
ciclo de maiz por afio, el uso de genotipos susceptibles, la baja luminosidad, la edad
de alta vulnerabilidad del hospedante y virulencia de los patégenos involucrados,
ademas que el inéculo puede mantenerse de un ciclo a otro en residuos de cosecha
(Hock et al., 1989).

2.1.3 Signos y sintomas

Los sintomas de la mancha de asfalto inician en las hojas presentando puntos negros
abultados, brillantes y ligeramente abultados de color negro, estrométicas, de aspecto
liso y brillante, de forma oval a circular, con 0.5 a 2.0 mm de didmetro y forma estrias
hasta de 10 mm de longitud, asociadas a la presencia de Phyllachora maydis.
Posteriormente ocurren lesiones alrededor de las producidas por Phyllachora maydis,
de forma eliptica, color verde claro de 1-4 mm inducidos por Monographella maydis, a
este sintoma en algunas regiones de Veracruz le llaman “ojo de pescado” (Hock et al.,
1989). Gonzalez et al. (2004), mencionan que productores locales en el estado de
Guerrero le llaman “quemazon”; en la Frailesca, Chiapas, le llaman “fuego” y también
se le conoce como “chamusco” o “asollamiento” (Garcia, 1986).

2.1.4 Clasificacion Taxonémica

Los hongos asociados a la mancha de asfalto son clasificados de la siguiente manera:

Reino: Fungi Fungi Fungi

Phylum: Ascomycota Ascomycota Ascomycota
Clase: Sordariomycetes  Sordariomycetes Dothideomycetes
Orden: Phyllachorales Xylariales Pleosporales
Familia: Phyllachoraceae  Incertae sedis Leptosphaeriaceae
Geénero: Phyllachora Monographella Coniothyrium
Especie: P. maydis M. maydis C. phyllachorae

Referencia: Maublanc, 1904 Miller and Samuels, 1984 Maublanc, 1904



2.1.5 Morfologia

Phyllachora maydis: Los estromas o “clipeos” estan constituidos por un conjunto de
ascocarpos (peritecios), casi esféricos, sumergidos en el mesdfilo, con un diametro
promedio de 190 um. Las ascas son cilindricas, cortas, pediceladas, alargadas (100-
180 x 8-10 um), conteniendo ocho ascosporas, mas o menos elipsoidales, hialinas, sin
septos, dispuestas en posicion monoseriadas, midiendo en promedio 6 X 10.5 pm
(Malaguti y Subero, 1972; Monterroso, 2012).

Monographella maydis: El ascocarpo se encuentra inmerso en el tejido del
hospedante, a menudo rodeado de hifas intramatricales, ascosporas alargadas
ovoides, hialinas (Muller y Samuels, 1984).

Las especies Monographella se caracterizan por la produccidn de peritecios
sumergidos en vainas foliares en sustratos naturales. En cultivo, las peritecias son
superficiales, globosas, con perifisis clavadas, muestran un peridio compuesto por
células isodiamétricas a subglobosas de textura angularis-epidermoidea y parafises
apicales libres. Los ascos son oblongos para clavarse, con ocho ascosporas
biseriadas, y con un anillo apical refractivo, amiloide, plano y en forma de embudo. Las
ascosporas son fusiformes u oblongas, hialinas, rectas o ligeramente curvas, y lisas.
Monographella actualmente incluye 11 especies (Hernandez-Restrepo, et al., 2016).

Microdochium maydis: Esporodoquios superficiales en el tejido de la hoja, con células
conidiogénicas simpatricas, a menudo subdenticuladas, y conidios mas o menos
fusiformes, rectos a algo curvos o falcados, 0-3-septos o incluso pluriseptados,
hialinos, con apices redondeados (Quiroga-Madrigal, 1995; Hernandez-Restrepo,
2016). Se sabe que las formas sexuales de las especies de Microdochium residen en
Monographella (Amphisphaeriaceae, Xylariales) (Parkinson et al., 1981; Samuels y
Hallet 1983; Von Arx, 1984; Jaklitsch y Voglmayr 2012; Hernandez-Restrepo et al.,
2016).

Las especies de Microdochium son reconocidas como hongos tipo Fusarium; sin
embargo, las células conidiégenas en Microdochium spp. no son fialidicos como en las
especies verdaderas de Fusarium y los conidios tienen una base truncada en lugar de
células basales (Hernandez-Restrepo, et al., 2016).

2.2 Resistencia genética

Se denomina resistencia a la capacidad que tienen un organismo hospedante para
limitar, detener, neutralizar o sobreponerse completamente, o en cierto grado a la
actividad nociva de un organismo patogénico o virus, después gque se ha establecido
un contacto intimo entre el hospedante y el patégeno o cuando este ultimo se ha
establecido y ha iniciado su desarrollo (Nicks et. al., 1993; Bos y Parlevliet, 1995).

La resistencia, vista desde su expresion fenotipica puede restringir el establecimiento
de la relacion parasitica entre patdogeno y la planta en el lugar y durante el proceso de
infeccion (resistencia completa), o limitar la magnitud de la colonizacion y/o
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reproduccion del patdégeno en la planta tras el establecimiento de la infeccion
(resistencia incompleta o parcial). En la mayor parte de los casos, especialmente con
los patdgenos biotréficos, la resistencia completa se expresa como una respuesta de
hipersensibilidad (Jiménez-Diaz, 2000), se caracteriza por la muerte celular
programada de las células vegetales proximas al sitio de infeccion y penetracion del
patégeno (Greenberg, 1997).

Considerada de forma aislada, la reaccion de resistencia es regulada en la planta por
genes nucleares o citoplasmicos (Jiménez-Diaz, 2000). Por lo tanto, la resistencia es
un caracter heredable controlado principalmente por el sistema genético nuclear, y en
algunos casos por el citoplasmico. Genéticamente la resistencia esta determinada por
un unico gen, un par de genes o multiples genes en un complejo sistema poligénico
(Paliwal, 2001; Agrios 2005). Por otra parte, se reconocen basicamente dos sistemas
de resistencia verdadera: la resistencia vertical (también llamada resistencia
monogénica o completa) y la resistencia horizontal (denominada como resistencia
poligénica o parcial) (Paliwal, 2001; Niks y Lindhout, 2004).

Vanderplank (1963) fue quien establecid y aclaré las bases y conceptos tedricos de
los tipos de resistencia vegetal. La resistencia vertical o de raza especifica, también
conocida como hipétesis de la relacion gen a gen, fue inicialmente formulada en el
patosistema lino-roya de lino (Flor, 1956). En este sistema, el fenotipo de resistencia
es consecuencia de la interaccion entre los genotipos del cultivar y de las raza o razas
interactuantes, de manera que por cada gen de resistencia en el hospedante existe un
gen especifico complementario que condiciona la virulencia en el patégeno (Jiménez-
Diaz, 2000; Niks y Lindhout, 2004). Las caracteristicas basicas de la relacion de gen
a gen son que la resistencia se expresa como una reaccion de hipersensibilidad, la
resistencia es generalmente recesiva y regulada por genes individuales
independientes, una sola combinaciébn incompatible entre los gendmicos
interaccionantes (un alelo dominante de resistencia complementado por su alelo
dominante de no patogenicidad) es epistatica sobre cualquier otra combinacion, la
susceptibilidad requiere que ninguno de los alelos de resistencia y no patogenicidad
funcionan como genes condicionales, es decir, la expresién de uno de ellos solo puede
ser reconocida en presencia del otro (Jiménez-Diaz, 2000).

Uno de los aspectos mas intrigantes de la resistencia vertical es su alta especificidad.
No solo es especifica a especies de patdgenos, sino también a ciertos genotipos del
patdgeno. Asi, cuando varios genotipos del hospedante son inoculados con varios
aislados del patégeno se observa un espectro diferente de virulencia para cada
aislado. El espectro de virulencia es la gama de lineas resistentes para las cuales un
aislado muestra virulencia; asi, aislados con el mismo espectro de virulencia constituye
una raza (Niks y Lindhout, 2004). La resistencia vertical tiene multiples ventajas; las
clases fenotipicas resistentes y susceptibles estan basadas en tipos especificos de
lesiones, por lo que la seleccion de plantas resistentes en una progenie segregante es
relativamente simple, también es simple la transferencia de esa resistencia de un



8

germoplasma a otro, esta dirigida contra razas especificas del patégeno y confiere de
una proteccion completa a la planta que los porta (Paliwal, 2001; Agrios 2005).

El principal inconveniente de la resistencia vertical es su durabilidad, es decir, este tipo
de resistencia se puede perder facil y r@pidamente con la mutacion de un solo gen, la
resistencia especifica impone una gran presion de seleccién para la supervivencia del
patégeno (Renfro, 1984); por lo cual este debe cambiar su especificidad por mutacion.
Los genotipos raros del patégeno con una mejor habilidad para vencer la resistencia
son favorecidos y su frecuencia relativa en la poblacion se incrementa. Por otra parte,
ademas de la mutacion, la migracion y la recombinacion genética son relevantes en la
ruptura de la resistencia (Niks y Lindhout, 2004). Esta desventaja de la resistencia
vertical trae como consecuencia que variedades resistentes suelan ser atacadas
repentinamente por una nueva raza virulenta y provocar severas epidemias; por lo que
exige un mejoramiento genético continuo.

La resistencia horizontal o no especifica, es aquella que confiere una proteccién
incompleta pero permanente (Agrios, 2005), es comparativamente mas dificil de
manejar, ya que en la misma participan un gran numero de genes. Su herencia es
poligénica cuantitativa con una variacion continua; por ello, las clases de resistencia 'y
susceptibilidad son dificiles de reconocer ya que el efecto de cada gen es limitado
(Paliwal et al., 2001). En general esta resistencia es de caracter cuantitativo debido a
la presencia de genes menores de efectos aditivos (QTLSs); asi, cuando se evalla la
progenie de un cruzamiento de dos padres con diferentes niveles de resistencia parcial
se observa una segregacion con una distribucién continua de niveles de infeccion. Es
debido a esta variacion que plantas hospedantes completamente susceptibles a
determinado patégeno pueden mostrar diferencias cuantitativas en el grado de
infeccion. Tales diferencias son debidas a la reduccién de diversos componentes del
desarrollo de la epidemia (periodo de latencia, frecuencia de infeccién y nimero de
esporas producidas por lesién). Por lo tanto, no se puede generalizar sobre qué
mecanismos estan involucrados en la resistencia parcial (Niks y Lindhout, 2004). Este
tipo de resistencia comprende procesos fisiolégicos del hospedante que funcionan
como mecanismos de defensa y que van mas alla de los limites de la capacidad del
patégeno para cambiar, es decir, mas alla de los limites posibles de su variabilidad
(Agrios, 2005).

A diferencia de la resistencia vertical, la resistencia horizontal opera contra todas las
razas, incluyendo a las de mayor patogenicidad. Otra caracteristica importante de la
resistencia horizontal es su mayor durabilidad y estabilidad debido al efecto
amortiguador del sistema poligénico (Paliwal et al., 2001). Esta durabilidad se debe a
que aun cuando existe la posibilidad de que exista una relacion de gen a gen, y el
patogeno sea capaz de romper cada uno de estos genes, la probabilidad de un aislado
del patdogeno rompa fortuitamente la combinacion especifica de genes menores en la
planta es minima, generalmente el patdgeno podra romper uno o dos genes de
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resistencia parcial, lo que resulta en una disminucion en el nivel de resistencia, que en
la practica es dificil de observar (Robinson, 1987).

Finalmente, Vanderplank (1984) sefala que la resistencia horizontal y la resistencia
vertical pueden coexistir y que la resistencia de cualquier planta puede ser una mezcla
de ambos tipos en proporciones variables. Por otra parte Renfro (1984) sugiere que
en las plantas de maiz la situacion ideal seria la combinacion de los dos sistemas
operando en forma conjunta. Sin embargo, es dificil reconocer las formas de
resistencia poligénica para un caracter dado si esta presente la resistencia especifica
para el mismo caracter (Paliwal et al., 2001).

2.3 Inoculacion artificial

Las inoculaciones artificiales se realizan principalmente para determinar la gama de
hospedantes de un patégeno y para seleccionar resistencia. Los 6rganos inoculados
pueden ser aéreos 0 subterrdneos. Los patdgenos pueden ser parasitos obligados o
saprofitos facultativos, la efectividad de un indculo y la representatividad de lo que
ocurre en la naturaleza dependen de los factores esenciales en ambos, inéculo y la
planta en prueba (French y Hebert, 1980; Agrios, 2005). Asi, en los hongos, el in6culo
pueden ser los fragmentos del micelio, las esporas o los esclerocios (masas
compactas de micelio), en las bacterias, micoplasmas, virus y viroides, el inéculo
siempre estd representado por todo el cuerpo de estos organismos y en los
nematodos, el in6culo puede ser el individuo adulto, las larvas o los huevecillos de
ellos (Urbina 2011).

2.3.1 Inoculaciones en campo

En las inoculaciones en campo se puede simplemente escoger un sitio que ya albergue
de forma persistente al patégeno que se desea estudiar y se siembra el hospedante
gue es susceptible repetidamente, se establece un nivel de infestacion o potencial de
in6culo apropiado para pruebas de seleccion de resistencia o de gama de
hospedantes. No es probable que exista un solo patégeno, por lo cual puede
incrementar otro que confunda los resultados. Si el patdgeno que interfiere puede ser
controlado selectivamente, se puede mantener el terreno en uso por mas tiempo
(French y Hebert, 1980).

2.3.2 Inoculaciones en condiciones controladas

Las inoculaciones en condiciones controladas el in6culo debe mantenerse en estado
virulento y agresivo y debe tomarse en cuenta que su aplicacion con medio nutritivo o
en cantidad excesiva puede ser poco representativo y no dar resultados que se
correlacione con lo que ocurre en la naturaleza. La condicion fisiologica de la planta la
vuelve mas o menos resistente. Por lo tanto, la edad de la planta, el ambiente en que
ha crecido y las condiciones ambientales durante la inoculacion pueden ser aspectos
criticos, las condiciones ambientales también afectan a los patdégenos en este ultimo
caso, siendo generalmente mas agresivos a la temperatura 6ptima para su crecimiento
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in vitro y requiriendo casi siempre agua libre sobre la superficie de penetracion (French
y Hebert, 1980)

Los patdgenos obligados no pueden ser aislados en medio de cultivo y multiplicados
de ese modo (Agrios 2001), se debe proceder a su multiplicacién sobre el hospedante
bajo condiciones controladas que permitan establecer cultivos puros, de origen
monosporico. Los propagulos se pueden cosechar de las lesiones esporulantes y
asperjarse sobre plantas de prueba. Otro modo de inocular es suspender sobre las
plantas a inocular (hojas) con patdégenos esporulantes (royas, Oidium), de manera que
se desprendan los propagulos maduros y caigan sobre las superficies del hospedante
por donde puedan penetrar. El sacudimiento o la vibracién de hojas portadoras de
propagulos pueden ser un modo efectivo de inoculacion.

Los saprofitos facultativos o patégenos no obligados si se pueden reproducir y aislar
en medios de cultivo (Agrios, 2001). French y Hebert (1980) mencionan que existen
diversos tipos de inoculacion con estos patdgenos, algunos de estos son:

Vacio parcial: consiste en la inoculacion de algunos o6rganos como bulbos,
inflorescencias, tubérculos y hojas los cuales son sumergidos en el inéculo o cubiertos
por gotas del mismo y se aplica un vacio en un recipiente cerrado, estos gases salen
y cuando se suelta el vacio el in6culo penetra en los estomas.

Absorcion por el hospedante: Se realizan cortes transversales en los haces vasculares
de la planta siendo una via de ingreso amplia para el in6culo. Esta técnica se puede
realizar, al trasplantar plantas o incluso en aquellas que ya estan establecidas en
viveros, en el caso de plantas reproducidas por estacas (camote, papa, claveles, etc.)
se deben inocular antes de su trasplante. Se debe hacer una suspension en agua del
in6culo a una concentracion suficiente y el tiempo de sumersion de la parte cortada
puede ser por un instante o varios minutos para lograr una infeccion.

Vaciado al suelo: Algunos patégenos pueden penetrar al hospedante a través de los
organos subterraneos sin necesidad de contar con heridas artificiales en la planta. En
este caso se realiza una suspension en agua o0 en el medio en el que se crecio el
indculo y se vierte en la maceta hasta saturarla.

Frotacion: Algunos hongos y bacterias infectan si se asperjan sobre las hojas del
hospedante, pero el indculo tiene mayor efecto si se frota en la superficie que se desea
inocular (hojas). Se debe hacer una suspension del indculo y se debe aplicar con ayuda
de un hisopo.

Puncion: Para realizar este método de inoculacién se usa un artefacto punzante como
bisturi, una tijera o aguja de diseccion, se debe colocar el inéculo en el artefacto y
posteriormente hacer la puncién en una yema en la axila de la planta.
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2.4 Mecanismos de infeccion de Phyllachora maydis y Monographella maydis y
resistencia a estos hongos al maiz

Los mecanismos de infeccion de Phyllachora maydis y Monographella maydis y la
resistencia del maiz a estos patégenos aun no son bien comprendidos, se han
realizado estudios de hibridos, variedades y lineas y cruzas de éstas, para determinar
la resistencia a la enfermedad y se ha determinado que hay condiciones especificas
de tiempo y manejo que son determinantes para que exista una interaccion entre
planta de maiz y los hongos causales de la mancha de asfalto y asi pueda
desarrollarse la epidemia (Mahuku et al., 2013).

Un estudio realizado en el estado de Guerrero, México, que consistié en la evaluacion
de 76 hibridos producto de las cruzas entre 19 lineas endogamicas de élite del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales y Agropecuarias-lguala (INIFAP-Iguala) y el H-
513, H-H-516 y Remaco 32 y 38 adaptados para el tropico hiimedo, seco y subtrépico
y 25 cultivares comerciales (cinco comerciales, seis sintéticos nuevos, dos tolerantes
a sequia, cinco de calidad proteica, una poblacion tropical, una poblacién subtropical
y cinco cultivares adaptados a la montafia), por su tolerancia a la mancha de asfalto,
fueron puestos en diferentes tratamientos y bajo condiciones naturales iguales, la
infeccion se dio de forma natural. Se observo una severa incidencia de la presencia de
los hongos involucrados, donde la mayoria de los hibridos y de los cultivares
presentaron dafio en tres hojas, en la que envuelve a la mazorcay en las dos inferiores
a ella (Pereyda et al., 2009). Esto se debié a que las condiciones de temperatura y
humedad fueron las ideales para el desarrollo de la enfermedad (Hock et al., 1995).

Monterroso (2012), menciona que la propagacion de esporas se da a través del viento,
los andlisis de laboratorio de las muestras infectadas con lesiones causadas por
Phyllachora maydis, han demostrado que el dafio es por introduccion a través de los
estomas de las hojas, dafiando las células de la planta, y es el hongo que inicia la
infeccion de la mancha de asfalto. El avance de la infeccibn dependera
indispensablemente de la temperatura y de la humedad relativa principalmente y la
severidad del dafio del momento en que los hongos ataquen a la planta, si el ataque
se da antes de la floracion el dafio puede ser total (CIMMYT, 2012). En este proceso
aun es necesario realizar mas estudios que permitan evaluar la evolucion e interaccion
de los hongos de esta enfermedad con la planta de maiz.

Hockerstedt (2014) realizé un estudio en Nicaragua donde se sometieron los agentes
causales de la enfermedad complejo mancha de asfalto a pruebas de virulencia
mediante pruebas de patogenicidad. Se utilizaron hojas de maiz sanas para determinar
la virulencia de los patdégenos. Las pruebas se realizaron en condiciones de laboratorio
y se repitieron dos veces. Los resultados sugirieron que la enfermedad de la mancha
de asfalto ocurre en todas las areas de las muestras tomadas en Nicaragua y la
prevalencia de sintomas fue afectada por la edad de la planta, las infecciones previas,
la fertilizacion del nitrégeno y las variedades usadas de maiz.
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Un novedoso estudio basado en resistencia del maiz a la enfermedad mancha de
asfalto fue realizado por Mahuku et. al.,, (2016) quienes evaluaron 890 lineas
endogamicas de maiz, que representan ampliamente la diversidad genética de maiz
tropical y subtropical, incluidas las lineas de maiz del CIMMYT (LMC) y germoplasma
derivado de programas de mejoramiento con tolerancia a la sequia, acidez del suelo,
bajo nitrégeno, resistencia a insectos y patdégenos, utilizando genome-wide association
study (GWAS) con datos genotipicos de lllumina MaizeSNP50 BeadChip que contenia
56 K SNPs para diseccionar la genética de la resistencia al complejo mancha de asfalto
(CMA) del maiz.

El analisis de GWAS se realizé utilizando un modelo lineal mixto que incluia BLUP,
marcador, matriz de parentesco (K) y analisis de componentes principales (PCA) en el
software TASSEL (Bradbury et al., 2007). El analisis de GWAS se realiz6 para cada
entorno por separado, y los valores de ‘p’ para cada marcador se combinaron
utilizando el método de Fisher segun lo descrito por Chen (2011) y el resultado se
utilizé para hacer un grafico de Manhattan. Los resultados de GWAS se validaron a
través del analisis de ligamiento en tres poblaciones bi-parentales derivadas de
diferentes padres resistentes y susceptibles. A través de GWAS, se identificaron tres
loci de resistencia al CMA en el cromosoma 2, 7y 8 (-log10 (p)> 5.99). Se identificaron
17 lineas endogamicas que eran altamente resistentes al CMA a través de los
ambientes. Todas las lineas llevan alelos haplotipos favorables que aumentan la
resistencia a CMA en un 9.5-14.6%. Se detectd un locus de resistencia cuantitativa
principal (QTL) designado gRtsc8-1 en el contenedor de cromosomas de maiz 8.03.
gRtsc8-1, se confirmé en tres poblaciones biparentales independientes y represento el
18-43% de la variacion fenotipica observada para el CMA. El andlisis del gen candidato
revelé que una familia de genes de proteina similar a receptores de repeticion rica en
leucina (LRR-RLKS) es quizas el gen candidato para gRtsc8-1. La identificacion y
localizacion de un condicionamiento de locus mayor la resistencia del CMA
proporciona la base para el mapeo fino gRtsc8-1 y el desarrollo de marcadores
funcionales para mejorar la resistencia del CMA en programas de mejoramiento de
maiz. Siendo este es el primer reporte de un QTL importante para la resistencia del
CMA (Mahuku et. al., 2016).

2.5 Analisis de laregion ITS del ADNr

El ADNr se encuentra en forma de unidades repetidas dispuestas en tandem de hasta
200 copias por nucleo (Butler y Metzenberg, 1989), se encuentra localizado en el
cromosoma en la region de organizacion nucleolar (NORs, por sus siglas en inglés).

Las regiones del ADNr mas comunmente estudiadas son los tres genes codificantes
(18S, 5.8S, y 28S) y los dos espaciadores internos (Internal transcribed spacer) ITS1
e ITS2). También se encuentra asociada a este complejo de genes la region
espaciadora intergénica IGS con 2 regiones no codificadoras (ETS-1y ETS-2) (Ilwen
et al., 2002). Todas estas regiones del ADNr permiten realizar estudios filogenéticos a
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diferentes niveles taxondmicos (Bruns et al., 1991). La region ITS se propone como el
codigo de barras fungico formal y constituye la eleccion principal para la identificacion
molecular de hongos de muestras ambientales (Vralstad 2011; Schoch et al., 2012).

La secuencia altamente conservada del gen 5.8S, ha sido utilizada como punto de
union de cebadores universales para amplificar las regiones espaciadoras
flanqueantes, y el ITS1 e ITS2, que si son de gran utilidad para establecer relaciones
filogenéticas. Se disefaron y describieron iniciadores especificos (ITS1 e ITS4) para
amplificar y secuenciar varios segmentos del ADNr mitocondrial y nucleico de hongos
(White et al., 1990), asi mismo se han utilizado los primer ITS1F (Gardes y Bruns,
1993) e ITS4A (Larena et al., 1999) para la identificacion de especies dentro del phylum
Ascomycota.

Los ‘primers’ ITS1-ITS4 disefiados por White et al., 1990 son considerados como
universales para la amplificacion de la region ITS del ADNr de hongos, siendo
empleado por la mayoria de los micélogos (Gardes y Bruns, 1993).

Entre las caracteristicas convenientes para el andlisis de las secuencias ITS en
hongos, la regién ITS completa puede amplificarse facilmente con iniciadores
universales, la naturaleza multicopia de las repeticiones del ADNr, hace de esta region
una secuencia facil de amplificar aun cuando se utilicen muestras de ADN pequefas,
muy diluidas, o altamente degradadas (ADN obtenido de material viejo y especimenes
de herbarios) y finalmente, diversos estudios demuestran su utilidad en analisis
filogenéticos (Alvarez y Wendel, 2003), (Gardes y Bruns, 1993).

2.6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa o PCR por sus siglas en inglés, es una
técnica de biologia molecular que fue desarrollada por Kary Mullis en 1985. La idea
basica de la técnica es sintetizar un gran numero de copias de un fragmento especifico
de ADN utilizando una polimerasa que trabaja a altas temperaturas, como es el caso
de la taq polimerasa que proviene de la bacteria termofila Thermus aquaticus (Eguiarte
et al., 2007). Actualmente la Taq polimerasa es la principal enzima que se utiliza para
amplificar secuencias de genomas. (Bottema y Sommer, 1993; Mukai y Nakagawa,
1996). La PCR se lleva a cabo en tres pasos: desnaturalizacion o separacion de la
cadena doble de ADN en dos cadenas simples, hibridacion de los iniciadores o primers
en las cadenas originales para la sintesis de una nueva cadena y extension de la nueva
cadena a partir los iniciadores. La reaccion es mediada por la ADN polimerasa y da
como resultado la sintesis de la porcion de ADN deseada (Delidow et al., 1993). Estas
tres etapas de la reaccién constituyen un ciclo, un protocolo de amplificacién por lo
general tiene de 30 a 50 ciclos. Cuando cada ciclo térmico se completa, los fragmentos
recientemente sintetizados sirven como ADN blanco, y en unos pocos ciclos mas, el
producto predominante sera el fragmento de ADN que corresponde a la distancia entre
los iniciadores, asi la repeticion de ciclos origina un nimero exponencial de secuencias
amplificadas (Torres y Baca, 1995).
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2.7 Diversidad genetica de Phyllachora maydis y Monographella maydis

Para conocer la variabilidad genética de Phyllachora maydis y Monographella maydis
se realizan estudios basados en identificaciones moleculares mediante extracciones
de ADN, PCR y clonacién, como es el caso reportado por Rios-Herrera et al. (2016),
quienes colectaron muestras con sintomas de P. maydis provenientes de San Pablo
Autopan, Toluca, Estado de México y realizaron extraccion de ADN mediante el
protocolo propuesto por Wai (2004), usando los métodos de Griffiths et al. (2000),
Kowalchuk et al. (2002) y Shwarzott y Shussler (2001).

En Nicaragua, se examinaron siete campos en Jalapa, un campo en Pueblo Nuevo y
siete campos en Nueva Guinea, donde se recolectaron aleatoriamente 20 muestras
por campo. Para asegurar la exactitud de la identificacion morfolégica de la especie,
se aisl6 el ADN de cultivos puros con el método CTAB. ElI ADN se amplificé con los
cebadores universales ITS1 e ITS4; Las regiones ITS de P. maydis se clonaron en el
vector pPGEM-T Easy y se secuenciaron. Todas las secuencias analizadas se alinearon
con secuencias de especies conocidas obtenidas de GenBank, Ademas, se anotaron
las regiones ITS de los putativos aislamientos de P. maydis y M. maydis y se
determinaron sus relaciones en el andlisis filogenético de unién de vecinos con MEGA
5. (Hockerstedt, 2014).

Los resultados de las busquedas de secuencias mostraron que ITS-secuencias de P.
maydis o M. maydis no se han afiadido a GenBank anteriormente. El analisis
filogenético mostré6 que ambos patégenos formaron su propia rama entre las especies
ya conocidas. Los resultados pueden utilizarse cuando se desarrollan cebadores de
PCR especificos de especies para ser utilizados en la inspeccién de semillas, predecir
la propagacion de la enfermedad y estudios sobre epidemiologia, ecologia y control de
los patdgenos fungicos del maiz en Nicaragua (HOckerstedt, 2014).

Rios-Herrera et al. (2016) mencionan que para amplificacion de la regién ITSs por PCR
usaron los cebadores ITS1 e ITS4, entre los genes ribosomicos (rDNA) 18S 5.8S y
5.8S-28S (White et al., 1990). La clonacién de Phyllachora tuvo cuatro etapas: union,
transformacion, extraccion del ADN plasmidico y digestién. En la primera etapa, el
producto de PCR se introdujo en un vector como pJET 1.2. Posteriormente, las células
competentes se transformaron mediante choque térmico. Los productos de PCR
amplificados se unieron al vector pJET 1.2 (Thermo Scientific). Para la extraccion de
ADN plasmidico, se realizé la transformacion de células de la bacteria Escherichia coli
DHb5a, las cuales se sembraron en agar LB con carbenicilina (100 mg/L) utilizando tres
diluciones de placas a 50, 100 y 250 uL que se incubaron de 13 a 16 h, a 37 °C, se
seleccionaron al azar 10 colonias blancas y se cultivaron durante una noche en un
tubo con LB liquido, suplementado con carbenicilina (100 mg/L) a 37 °C. El ADN
plasmidico se extrajo del crecimiento bacteriano. El proceso de digestion se comprobd
en gel de agarosa al 1% con el fin de confirmar la presencia de clones positivos. Los
resultados de las secuencias de los clones de muestras de Toluca, Estado de México,
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mostraron la presencia de Phyllachora sp., comprobando un 87% de identidad (Rios-
Herrera et al., 2016).

Rult et al., (2016) realizaron la extraccion de ADN directamente de las lesiones
causadas por Phyllachora maydis de muestras (hojas) provenientes de Indiana y de
lllinois. Realizaron la amplificacion molecular de las regiones espaciadas transcritas
internas generadas usando los primers ITS4 e ITS5. La secuencia de Phyllachora
maydis resultante de la muestra original de Indiana fue enviada a GenBank (acceso
KU184459) siendo esta la primera accesion de P. maydis existente en el GenBank.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Localizacion del area de estudio

Este trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de Fitopatologia del Campo
Experimental Centro de Chiapas, del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en Ocozocoautla, Chiapas en las siguientes
coordenadas LN 16”46’ 49.3”, LW 93° 24’ 20.87”, a 793 msnm (Figura 1).

2013:Google ~ e ¥
13 INEGI Google
G

Eéech2004e m]égéneé: 1/27/2013 16°46'45.60" N 93°24!'19.31" O elevacion 789 m  alt. ojo 1.16'km

Figura 1. Mapa de ubicacion del campo experimental centro de Chiapas del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP)

3.2 Siembra de los genotipos en invernadero

Se sembraron los genotipos de maiz DK390, SP500, P4083W, locales Chapingo-
Tuxpefio y Chapingo-Comiteco en suelo directo y en vasos de unicel de un litro en el
invernadero del area de fitopatologia del INIFAP. La siembra se realizd en el mes de
noviembre del 2016, la temperatura oscil6 entre 12 y 13 ° C con una humedad relativa
de 70 a 79 %.

3.3 Colecta de inéculo en campo

Se realiz6 la colecta de muestras especificas con sintomas y signos de Phyllachora
maydis y Monographella maydis en los municipios de Chiapas : Villaflores, Ocosingo,
Oxchuc, Ocozocoautla, Las margaritas, Tzimol, Comitdn, Teopisca y Venustiano
Carranza. Se recibieron muestras procedentes de Monjas Jalapa, Municipio de
Guatemala (Cuadros 1y 2).
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Cuadrol. Relacion de muestras de maiz con complejo mancha de asfalto, colectadas

en diferentes Municipios de Chiapas.

Muestra Localidad Municipio ASNM LN LW
MA1401 Santa Isabel Ocosingo 854 16° 53" 48.0" 92° 04" 07.3"
MA1402 San Pedro Ocosingo 879 16° 54 06.8" 92° 03" 18.0"
MA1403 Predio Ocosingo 862 16° 53" 20.7" 92° 01" 27.3"
MA1404 Lekillum Ocosingo 864 16° 53" 20.7" 92° 01" 27.3"
MA1405 Conalep Ocosingo 881 16°54' 19.24" 92° 05' 31.74"
MA1406 Barrio Los Pinos 2 Ocosingo 877 16° 54 04.6" 92° 05" 18.9"
MA1407 El Hongo Ocosingo 1337 16° 49 05.7" 92° 08" 38.0"
MA1408 Ocosingo Ocosingo 1332 16° 48" 58.6" 92° 09" 50.9"
MA1409 Oxchuc Oxchuc 1785 16° 48" 44.4" 92° 17 54.8"
MA1410 Oxchuc Oxchuc 1947 16° 48' 05.1" 92° 19 48.3"
MA1411 Oxchuc Oxchuc 2028 16° 47 29.7" 92° 20" 16.1"
MA1412 Oxchuc Oxchuc 2179 16° 45" 23.8" 92°22" 26.6"
MA1413 Huixtan Huixtan 2043 16° 42" 29.3" 92° 27° 04.8"
MA1414 Huixtan Huixtan 2184 16° 42°30.6" 92° 28" 00.4"
MA1415 Huixtan Huixtan 2362 16° 42" 16.8" 92° 29" 07.2"
MA1416 Villaflores Villaflores 647 16° 20' 17.86" 930 23' 36.10"
MA1417 Villaflores Villaflores 696 16° 18' 53.86" 93° 19' 36.00"
MA1418 Villaflores Villaflores 707 16° 20" 30.73" 93°19' 06.36"
malazg  DeKADSY0IAN ocozcoauta 756 16045'40.23" 93027 014"
MA1420 El Higo Criollo Ocozocoautla 761 16°42'50.87" 93° 26' 16.08"
MA1421 El H'%g(%eka'b Ocozocoautla ~ 761  16°42'50.87"  93° 26' 16.08"
MA1422 Guz?nggjgra Villaflores 571  16°12'39.55"  93°15' 48.04"
MA1423 Cristébal Obrego6n Villaflores 636 16° 25' 35.22" 93° 25' 58.56"
MA1424 El Progreso Las Margaritas 1651 16°18' 16.98" 92°1'10.85"
MA1425 R"g:ggféfoa Las Margaritas 1663  16° 17" 49.71" 90° 2' 55.58"
MAL1426 Ejido Tierra Y Villaflores 707 16°20'30.73"  93° 19' 06.36"
Libertad

MA1427 Tzimol Tzimol 1427 16°11'17.18" 92° 10" 23.71"
MA1428 Las Margaritas Las Margaritas 1650 16°18' 14.29" 92°1'11.39"
MA1429 Comitan Comitan 1591  16°13'30.63" 92° 6' 23.75"
MA1430 Comitan Comitan 1566 16° 14' 15.56" 92°6' 31.61"
MA1431 Chacaljocom Comitan 1853 16°17' 51.05" 92°011'22.15"
MA1432 Chagﬁclil(l)gom Comitan 1855  16°17'50.42" 92011 22.83"
MA1433 Laguna Larga Teopisca 1956 16° 25' 13.46" 920 15' 38.45"
MA1434 A;ﬂ ascirgg;%o V.Carranza 1732  16°28'28.49" 92925 331.03"
MA1435 Aguacatenango V. Carranza 1744 16° 28' 48.59" 920 25' 40.55
MA1436 Teopisca Teopisca 1827 16° 34' 43.07" 920 29'45.11"
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Cuadro 2. Relacion de muestras de maiz con complejo mancha de asfalto, colectadas
en el municipio de Monjas, Departamento de Jalapa, Republica de

Guatemala.

Muestra Localidad msnm LN LW
Aldea la 0 £ "

MA1437 Campana 979 4030 4ggp 8% 53 47.46

MA1438 Aldea 990  14°32° 44.85"  89° 53 51.35"
Achiotes

MA1439 Aldea 998 14°31°31.15"  89°55' 13.12"
Morazan

MA1440 A'dﬁ?bﬁjgua 962  14°20°5511"  89° 51 22.66"

3.4 Fase de laboratorio
3.4.1 Bioensayos

Los estudios sobre los mecanismos de infeccion de Phyllachora maydis y
Monographella maydis y de resistencia del maiz a estos fitopatdbgenos fueron
analizados mediante ensayos in vitro en fragmentos de hojas e in vivo en planta sana
joven de maiz.

3.4.2 Ensayo en fragmentos de hoja de maiz

Este ensayo consisti6 en la inoculacion in vitro en fragmentos de 3.5 cm? de hojas, con
una suspension hecha con los fitopatdégenos, los cuales ya inoculados son colocados
en camara humeda. Este ensayo permitio evaluar rapidamente el comportamiento de
la planta en respuesta del patdgeno, y el proceso de infeccion del mismo (Pérez et al.,
2006).

3.4.3 Ensayo en planta sana joven

Este ensayo consistio en la inoculacién in vivo (plantas sanas y jévenes de maiz) a
cada hoja se le marcaron cuadros de 2 cm2 y se inoculo por aspersién con una
suspension de esporas de P. maydis y M. maydis a una concentracion de 2x10% mL™1.
La inoculacion en planta sana es un meéetodo que permite evaluar la evolucion de
infeccion de un patdégeno, la susceptibilidad y resistencia de los genotipos a este; en
muy poco tiempo, realizando un mayor niumero de evaluaciones en un menor espacio
(Leiva-Mora, et al., 2010).

3.4.4 Preparacion de la suspensién de ascosporas

Las muestras colectadas de P. maydis y M. maydis se cortaron por lesiones, hasta
juntar 2.5 g de cada uno de los hongos y se pulverizaron. Los 5 g de lesiones se
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disolvieron en 50 mL de agua destilada estéril y se filtraron con gasas estériles.
Posteriormente se realizO un conteo de ascosporas y esporas con la camara
Neubauer. La suspension de ascosporas se prepard a dos concentraciones, una de
2x10°mL 1y la otra de 2x10® mL™* (esta suspension se utilizé para la inoculacion in vivo
en planta sana de maiz) y se les agregaron dos gotas de Tween® 20.

La inoculacién de los fragmentos de hojas de maiz con la solucion de ascosporas de
2x10° mL se realiz6 utilizado el siguiente protocolo:

3.4.5 Primer ensayo de inoculacién in vitro

El disefio experimental utilizado fue Completamente al azar (CA) con tres genotipos y
cuatro repeticiones, se incluyé como testigo fragmentos de hojas inoculados con agua
destilada estéril. El ensayo se mantuvo durante ocho dias, con intervalos de muestreo
a cada 24 horas para observar el fragmento e hoja y observar las lesiones que provoca
Phyllachora maydis y Monographella maydis en los tres genotipos de maiz
seleccionados para el ensayo.

Se cortaron 32 fragmentos de hojas de 16 cm? (4X4 cm) de plantas sanas de cada uno
de los siguientes genotipos: DK390, P4083W y SP500. Los fragmentos se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% durante 2 min, posteriormente se lavaron
con agua destilada estéril. A cada una de las 96 cajas Petri estériles se le colocé un
papel filtro Whatman™ No. 1 y se humedecieron con agua destilada estéril.

En cada caja Petri con papel filtro se colocé un fragmento de hoja y sobre cada
fragmento se colocé un marco de plastico de 4x4 cm con un area libre de 3x3 cm. Se
inoculd, cada fragmento de hoja, con 50 pyL de la suspension de ascosporas de
Phyllachora maydis y Monographella maydis, a la concentraciéon de 2x10° mL?. Se
realizaron cuatro repeticiones por genotipo. Se incluy6 un testigo por cada intervalo de
tiempo el cual consistio en fragmentos de hojas de los genotipos en prueba inoculados
Gnicamente con agua destilada estéril.

Por cada genotipo se utilizaron tres repeticiones, con su respectivo testigo, dando asi
un total de 100 unidades experimentales, los fragmentos colocados en camara
hameda se mantuvieron incubados a 25°C (temperatura ambiente). La observacion
microscépica de los fragmentos de hoja se hicieron a las 12, 36, 60, 84, 108, 132, 156
y 180 horas después de la inoculacion.

3.4.6 Segundo ensayo de inoculacion in vitro

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar (DCA), utilizando cinco
genotipos y cuatro repeticiones, se incluyeron como testigo fragmentos de hojas
inoculadas con agua destilada estéril. El ensayo se mantuvo por 12 dias y medio, con
intervalos de muestreo cada 3 dias, observando la evolucion del proceso infectivo.

Se cortaron 20 fragmentos de 16 cm? (4X4 cm) de hojas de plantas sanas de los
siguientes genotipos: DK390, P4083W, SP500, y los locales Chapingo-Tuxpefio y
Chapingo-Comiteco. Los fragmentos se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1%
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durante 2 min, posteriormente se lavaron con agua destilada estéril, a cada una de las
100 cajas Petri estériles se les colocé un papel filtro Whatman™ No. 1, y se
humedecieron con agua destilada estéril.

En cada caja Petri con papel filtro se colocé un fragmento de hoja y sobre cada
fragmento se coloc6 un marco de plastico de 4x4 cm con un area libre de 3x3 cm. Se
inoculd con 50 pyL de la suspension de ascosporas de Phyllachora maydis y
Monographella maydis, de la misma concentracion que el experimento anterior, y con
cuatro repeticiones por genotipo. Se incluydé un testigo, que consistio en fragmentos
de hojas de los genotipos en prueba los cuales fueron inoculados Unicamente con agua
destilada estéril.

Por cada genotipo se utilizaron tres repeticiones, con su respectivo testigo, dando asi
un total de 100 unidades experimentales, los fragmentos colocados en camara
hameda se mantuvieron incubados a 25°C (temperatura ambiente). La observacion
microscépica de los fragmentos de hoja se hicieron a las 60, 120, 180, 240y 300 horas
después de la inoculacion.

3.4.7 Ensayo de inoculacion en planta joven

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar (DCA) con cuatro genotipos
y cuatro repeticiones, se incluyé como testigo negativo una planta inoculada con agua
destilada estéril. Se tomaron seis muestras en total, con un intervalo de ocho dias entre
cada muestra, para evaluar las lesiones que provoca Phyllachora maydis y
Monographella maydis en las primeras etapas de la infeccion de la enfermedad en
cuatro genotipos de maiz.

Se seleccionaron 5 plantas sanas de maiz de 31 dias de edad fenologica con 5 a 6
hojas por planta, de los genotipos DK390, P4083W, SP500 y el local Chapingo-
Tuxpefio. Las 20 plantas se llevaron del invernadero al laboratorio de fitopatologia, a
cada hoja de la planta se les marc6 cuadros de 2 cm de longitud. A cada cuadro
marcado se inoculd mediante aspersion con la suspension de ascosporas de
Phyllachora maydis y Monographella maydis a una concentracion de 2x10® mL2. Se
realizaron cinco repeticiones (incluyendo como testigo: planta inoculada con agua
destilada estéril) por genotipo. Las plantas inoculadas se mantuvieron incubadas en
una camara humeda hecha de plastico de 1x80 cm, con un humificador el cual
proporcion6 las condiciones necesarias de humedad para el desarrollo de la
enfermedad durante los tres primeros dias. Posteriormente las plantas se llevaron
nuevamente al invernadero donde se les cred un ambiente fresco de 22 a 24 °C. Las
plantas se regaron constantemente por aspersion. Las muestras se tomaron a los 8,
15, 23, 31, 38y 45 dias después de la inoculacion.

3.4.8 Fijacion de muestra

Se tomaron piezas de 1cm? aproximadamente de la parte central de cada fragmento
inoculado, los cuales fueron colocados en vasos de precipitado de 40 mL,
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posteriormente se les afiadié 5 mL de solucion Carnoy y se incubaron a 60°C durante
4 horas. Cumpliendo las 4 horas en la estufa, se escurrio la solucion Carnoy, y se
agrego 5 mL de soluciéon de lactofenol a los fragmentos, y de nuevo se incubaron a
60°C por 5 horas, cumpliendo el tiempo requerido se eliminé el lactofenol.

Los fragmentos se tifieron con tripan azul al 0.2% y se dejaron a temperatura ambiente
durante 1:30 h, después se lavaron con agua destilada estéril hasta eliminar por
completo el colorante y se procedi6 a realizar los montajes.

Por cada montaje se colocaron dos gotas polivinil alcohol, se colocé el fragmento
limpio y se cubrié con un cubre objeto y se dejo secar a temperatura ambiente. El
mismo procedimiento se realizé por cada muestra, se etiquetaron y se colocaron en
una caja porta-montajes.

3.4.9 Método de recoleccion de datos

El nimero de estomas infectados de cada muestra (montaje) fueron obtenidos con la
ayuda de un microscopio marca Zeiss modelo Primo Star con el lente objetivo de 40X
y una camara digital marca Canon G10. Se tomo6 como referencia la imagen completa
tomada por la cAmara y se realizé un conteo total de estomas por imagen.

3.4.10 Andlisis de los datos obtenidos

En los ensayos de inoculacion in vitro se obtuvieron 96 imagenes que corresponden al
primer ensayo y 100 imagenes del segundo ensayo y por ultimo se obtuvieron 96
imagenes en el ensayo in vivo en planta sana joven, se realizé la cuantificacion
ordenada de cada imagen capturada, tomando cuatro montajes con su debido testigo
(inoculado con agua destilada estéril) por genotipo y por tiempo de incubacion.

Teniendo los conteos de estomas infectados por cada uno de los ensayos, se prosiguié
a ordenar los datos en un cuadro por genotipo y tiempo de incubacion en una hoja de
Excel. Se hizo una transformacion a raiz cuadrada a los datos de porcentaje de
estomas infectados (raiz cuadrada del porcentaje + 0.5) y se realiz6 el analisis de
varianza (ANVA) y la prueba de medias de Tukey (P<0.05) con el paquete estadistico
SAS (Versién 9.3).

3.5 Aislamiento de Microdochium (anamorfo de Monographella maydis)

Se realizaron colectas de muestras con signos de Monographella maydis en Chiapas,
para realizar el aislamiento de Microdochium.

Se cortaron lesiones especificas de ojo de pescado jovenes y se dejaron reposar en
agua destilada estéril durante un minuto, las cuales se colocaron en camara himeda
dentro de una caja Petri con gasas estériles durante 24 h, Posteriormente se realizaron
montajes permanentes en medio polivinil alcohol para observar las estructuras de los
conidios de cada colonia que crecieron sobre las lesiones.

Las colonias seleccionadas se sembraron en medio Papa Dextrosa Agar (PDA) y se
incubaron durante 48 horas a 24-26°C (temperatura ambiente), después de las 48
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horas se realizaron trasferencias a medio PDA acidificado con acido tartarico al 10%
(PDAA) para evitar el crecimiento de bacterias.

Se aislaron 10 colonias con posibles caracteristicas de Microdochium, a las cuales se
les realiz6 un montaje permanente en polivinil alcohol respectivamente para observar
nuevamente los conidios de las colonias y descartar aquellas que no presentaran las
caracteristicas buscadas, cinco colonias correspondieron a Microdochium.

3.6 Andlisis molecular de los hongos del CMA

3.6.1 Extraccion de ADN de Phyllachora maydis, Monographella maydis y
Microdochium

La extraccion de ADN se realizd con el método de Dellaporta et al. (1983), a las
muestras colectadas de hojas de maiz con signos y sintomas especificos de
Phyllachora maydis y Monographella maydis provenientes de Chiapas y Guatemala y
a cinco colonias de Microdochium aisladas de muestras de Chiapas a partir de
muestras con sintomas de Monographella maydis.

La extraccion de ADN de los hongos fue de la siguiente manera:

Se colocaron 10 lesiones de los hongos P. maydis o M. maydis extraidas directamente
del tejido vegetal enfermo de maiz y 0.5 g de micelio del tejido por muestras de
Microdochium en tubos Eppendorf de 1.5 mL, posteriormente se le agregd 500 uL de
buffer de extraccion, se macero el tejido vigorosamente con un pistilo y se afiadieron
33 uL de SDS al 20% al tejido macerado, las muestras se agitaron vigorosamente en
el vortex para ser incubadas a 65°C por 10 min.

Después de la incubacion se le agregaron a cada muestra 160 pL de acetato de
potasio 5M (pH 4.5), nuevamente se agitaron en vértex y se colocaron en la centrifuga
a 10,000 rpm por 10 minutos, en un tubo limpio se colocaron 450 pL del sobrenadante
y se afladié 225 pL de isopropanol (frio), se agitaron en el vortex para homogeneizar,
se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos, se decant6 el sobrenadante, y el ‘pellet’
se lavé con 500 uL de etanol al 70%, se centrifugaron nuevamente, por 5 minutos a
10,000 rpm, posteriormente se seco el pellet y se re-suspendié en 500 uL de agua
destilada estéril.

3.6.2 Cuantificaciéon del ADN

La cuantificacion de ADN se realizé con ayuda de un Nanodrop One marca Thermo
SCIENTIFIC en el Laboratorio Polo Tecnoldgico de Biocombustibles del Instituto
Tecnologico de Tuxtla Gutiérrez, colocando 2 pL de ADN gendmico por muestra en el
sensor del Nanodrop. Las lecturas indicaron la concentracion, calidad y pureza del
ADN.

3.6.3 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion de la region ITS fue realizada con los iniciadores o Primers ITS1-ITS4
(Gardes y Bruns, 1993; White et al., 1990) (Cuadro 3). La PCR se realiz6 con el Top
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Tag master mix kit 250 QIAGEN mas los Primers ITS1-ITS4, la mezcla se preparo6 para
83 Muestras de ADN, 40 de Phyllachora maydis, 36 de Monographella maydis y 5 de
Microdochium mas dos controles uno negativo y el otro positivo como se observa en
el cuadro 4.

La reaccion de la cadena de polimerasa (PCR) se llevd a cabo en un termociclador
marca BIO-RAD t100, en un volumen final de 50 pL; compuesta por: 10 pL de ADN
gendmico, 25 L del TopTaq master mix, 4 uL de Coral Load 10X (colorante), 9 uL de
RNase Water y 0.5 pL de cada primer ITS1 e ITS4.

Para el par ITS1 - ITS4 la desnaturalizacion se realizé a 95 °C durante 2 min seguida
por 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 55 °C por 30 s, 1 minuto a 72 °C y una extension final
durante 10 min a 72 °C (White et al., 1990).

Cuadro 3. Cebadores utilizados para amplificar la region ITS del ADN

Cebador Locus Secuencia (5"— 3")
ITS1 ADN TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS4 ADN TCCTCCGCTTATTGATATG

Cuadro 4. Composicion y concentracion de reactivos de la mezcla para PCR, con un
volumen final de 50 pL por reaccion.

Reactivo Volunlen por No. Concentracion final

reaccion (uL) muestras (uL)

TopTag master mix 25 83 2075
Coral Load 10X 4 83 332
RNase Water 9 83 747
Primer ITS1 0.5 83 41.5
Primer ITS4 0.5 83 41.5
Volumen total 3237

3.6.4 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR

La amplificacién de la region ITS del ADNr de Phyllachora maydis y Monographella
maydis (asexual Microdochium) fue comprobada mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefiido con Gel Red™ Nucleid acid 2000x. El gel fue preparado de
acuerdo con el siguiente protocolo:

e Se pesod 4.5 g de agarosa en la balanza analitica y fueron mezclados con 450
mL de buffer TAE 1X en un vaso de precipitado.
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La mezcla se colocé en una parrilla eléctrica con una temperatura de 90°C con
un iman agitador hasta que la agarosa se disolviese por completo.

Se dejo enfriar a 65°C y se le agregd 22.5 uyL de Gel Red™ Nucleid acid
agitandolo.

El gel fue vertido en la bandeja de la cAmara de electroforesis, se colocaron los
peines para la formacion de los pocillos y se dejo solidificar durante 20 min.
Una vez solidificado el gel se agrego el buffer TAE 1X y se retiraron los peines
formadores de pocillos.

En cada pocillo del gel se colocaron5 L de producto de PCR, se utilizé 5 pyL de
marcador GEL PILOT de 100 Kb en el primer pocillo para determinar el tamafio
de las bandas formadas, 5 uL del control positivo y 5 uL de un control negativo.
Condiciones de corrida: 90 volt, 100 amp, 120 min.

3.6.5 Secuenciacioén

Se seleccionaron los productos de PCR de Phyllachora Maydis, Monographella maydis
y Microdochium que mostraron amplificacion en el gel de agarosa al 1% (cuadro 5) y
se enviaron a secuenciar al laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y
Ambiental del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica. Las
secuencias se compararon con las secuencias de la base de datos del GenBank con
el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Anexo 7.7).

Cuadro 5. Relacion de muestras de los hongos causales de la mancha de asfalto

enviadas a secuenciar.

Productos de PCR

Phyllachora maydis Monographella maydis Microdochium
MA140701 MA140702 MA170103
MA140901 MA140902 MA170203
MA141101 MA141002 MA170303
MA141301 MA141102 MA170403
MA141401 MA141202
MA141501 MA141302
MA141901 MA141502
MA142001 MA141702
MA142101 MA141902
MA142201 MA142002
MA142301 MA142202
MA142401 MA143702
MA143701 MA143802
MA143901 MA143902

MA144001
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3.6.6 Andlisis filogenético

El analisis filogenético y de evolucion molecular se realizd con el programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) Version 7 (Tamura et al., 2013). Se elabor6
una base de datos donde se colocaron las secuencias de forma ordenada para cada
uno de los hongos (Phyllachora maydis, Monographella, Microdochium vy
Coniothyrium) y se alinearon. Los arboles filogenéticos se construyeron con el método
UPGMA (Sneath y Sokal, 1973; Tamura et al., 2004; Kumar et al., 2016).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Inoculacién in vitro
4.1.1 Primer ensayo de inoculacién en fragmentos de hojas sanas de maiz

Los resultados del analisis de varianza (ANVA) para el nimero de estomas infectados
del primer ensayo de inoculacion en fragmentos de hojas de maiz, donde se evaluaron
los genotipos DK390, SP500 y P4083W, mostraron diferencias estadisticas
significativas a las 60 y 84 h y altamente significativas a las 180 h; los coeficientes de
variacion fluctuaron de 1.02 % a 15.46 % por lo que los resultados obtenidos son
confiables (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valor coeficiente de variacion (CV) y Pr>F que presentaron los genotipos
DK390, SP500 y P4083W durante el lapso de 12 a 180 horas.

HORAS CV (%) Pr>F1
12 10.94 0.1427
36 15.46 0.1246
60 8.50 0.0135*
84 11.11 0.0187*
108 7.09 0.2538
132 3.82 0.2355
156 3.67 0.0894
180 1.02 0.0007**

1Significancia: Si Pr>F=0.1 No significativo (NS); Pr>F=0.05 significativo (*); Pr>F=0.01 altamente significativo (**).

En el Cuadro 7 se muestra el nimero de estomas infectados y se aprecia que la
infeccion fue en ascenso, conforme avanzo el tiempo de inoculacién; los genotipos que
presentaron estadisticamente mayor dafio fueron el DK390 y el P4083W, debido que
a las 180 h alcanzaron el mayor niumero de estomas infectados (100 %), mientras que
el genotipo SP500 presenté menor dafio (89.01%) de estomas infectados, por lo que
este Ultimo se considera de severidad media y los dos anteriores de severidad alta de
infeccion a nivel de estomas infectados por la enfermedad mancha de asfalto.

Cuadro 7. Porcentaje de estomas infectados de la inoculacién in vitro de P. maydis y
M. maydis en los genotipos DK390, SP500 y P4083W.

Horas
12 36 60 84 108 132 156 180

Genotipo

SP500  33.83 3823 4456 4190 75.85 8778 9119 89.01"
b b

P4083W  52.05 6850 68.69 54.96 8040 97.22 8274 100

DK390 4484 6538 8264 81.89 9327 9762 9762 100"

*Letras diferentes en columnas (horas) indican diferencia significativa Tukey, P<0.05). N=96 observaciones,
promedio de 4 repeticiones.
Nota: Datos de porcentaje de estomas transformados a raiz cuadrada
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Es importante resaltar que el desarrollo de la penetracion e infeccion de los estomas y
células adyacentes ocurre mas temprano y es mas rapido en el genotipo DK390
debido que desde las primeras 12, 36 y 60 horas presentd mayor nimero de estomas
infectados en comparacion con el genotipo SP500, el cual aunque presenté infeccion
desde las 12 horas; durante todo el ensayo se mantuvo en un nivel inferior de infeccion
mostrando cierta capacidad de resistencia, en comparacion con los genotipos P4083W
y DK390, por lo cual puede considerarse como resistente en esta etapa inicial del ciclo
de la enfermedad (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de estomas infectados de los genotipos DK-390, SP-500 y P-
4083W frente a la inoculacion in vitro con P. maydis y M. maydis.

4.1.2 Segundo ensayo de inoculacién en fragmentos de hojas sanas de maiz

Los resultados obtenidos del analisis de varianza (ANVA) para el nimero de estomas
infectados del segundo ensayo de inoculacion en fragmento de hojas de maiz, donde
se evaluaron los tres genotipos del primer ensayo mas dos locales: Chapingo-
Comiteco y Chapingo-Tuxpefio, mostraron que existe diferencia estadistica altamente
significativa a las 300 h (12.5 dias) de incubacion; los coeficientes de variacién
fluctuaron entre 2.53 % y 18.53 %, por lo que, los resultados obtenidos son confiables

(Cuadro 8).
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Cuadro 8. Valor de coeficiente de variacion (CV) y Pr>F que presentaron los genotipos
DK390, SP500, P4083W vy los locales Chapingo Tuxpefio y Chapingo
Comiteco durante el lapso de 60 a 300 horas.

HORAS CV (%) Pr>F
60 18.53 0.5900
120 10.84 0.2547
180 8.53 0.8454
240 7.25 0.8758
300 2.53 0.0128**

1Significancias: Si Pr>F= 0.1 No significativo (NS); Si Pr>F= 0.05 significativo (*), Si Pr>F= 0.01 altamente
significativo (a/s) **.

Los genotipos que presentaron estadisticamente mayor porcentaje promedio de
estomas infectados fueron el Chapingo-Comiteco, seguido del Chapingo-Tuxpefio y
del DK390, debido que a las 300 h alcanzaron el mayor numero de estomas infectados
(100%) al igual que el genotipo P4083W (96.66), mientras que el genotipo SP500
presentd un menor dafio de estomas infectados (85.00 %) (Cuadro 9).

Cuadro 9. Porcentaje promedio de estomas infectados por la inoculacién in vitro de P.
maydis y M. Maydis en los genotipos DK390, SP500, P4083W vy los locales
Chapingo Tuxpefio y Chapingo Comiteco.

GENOTIPO HORAS
60 120 180 240 300
Chapingo a
Comiteco 64.84 62.99 88.89 95.22 100.00
Chapingo a
Tuxpefio 54.31 54.21 78.67 90.05 100.00
a
DK-390 56.04 80.56 84.47 90.08 100.00
b
P-4083W 50.46 68.74 80.98 87.50 96.66a
b
SP-500 40.55 56.64 76.99 84.94 85.00

*Letras diferentes en columnas (horas) indican diferencia significativa segtn la prueba de medias Tukey (P<0.05).
N=96 observaciones.
Nota: Datos de porcentaje de estomas transformados a raiz cuadrada

En este segundo ensayo se confirmé el comportamiento de los genotipos observado
en el primer ensayo para la etapa inicial de infeccion (inoculacion y penetracion). Cabe
resaltar que el desarrollo de la enfermedad es mas rapido en los genotipos Chapingo-
Comiteco, Chapingo-Tuxpefio y el DK390, debido que a las 180 horas presentaron un
incremento en la infeccion en el numero de estomas (Figura 3). El genotipo SP500
nuevamente fue el que retrasd la tasa de infeccion estomatal, de acuerdo a las
condiciones del ensayo. Mantuvo un nivel inferior de dafio mostrando cierta capacidad
de resistencia al ir presentando una infeccion lenta de estomas, en comparacion con
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los demas genotipos, por lo cual se podria esperar un comportamiento posterior como
planta adulta resistente. Mientras que genotipo P4083W mostré un desarrollo de
infeccion intermedia en el nimero de estomas durante todo el ensayo, aunque al
completarse las 300 horas también alcanzé un nivel alto de estomas infectados al igual
gue los genotipos Chapingo-Comiteco, Chapingo-Tuxpefo y el DK390, por lo que se
podria esperar un comportamiento susceptible a la mancha de asfalto.
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Figura 3. Porcentaje de estomas infectados de los genotipos DK-390, SP-500, P-
4083W, Chapingo Comiteco y Chapingo Tuxpefio por inoculacién in vitro
con ascosporas de P. maydis y M. maydis.

La técnica de inoculacién artificial in vitro en fragmentos de hojas permitié evaluar el
nivel de infeccion inicial, a nivel de estomas, de los genotipos de maiz a la mancha de
asfalto, lo que concuerda por lo mencionado por Pérez et al., (2006) quienes evaluaron
esta técnica en bananos y platanos para estudiar, a nivel monociclico, la evolucién de
los sintomas de la Sigatoka Negra causada por Mycosphaerella fijiensis.

Los genotipos ensayados in vitro en fragmentos de hojas se pueden clasificar como
de: a) incidencia media y b) incidencia alta, segun las observaciones realizadas en
estos estudios. Los resultados de los genotipos DK390, SP500 y el P4083W fueron
consistentes en ambos ensayos. Mientras que los locales Chapingo-Tuxpeio y
Chapingo-comiteco evaluados en el segundo ensayo presentaron severidad alta a la
mancha de asfalto.
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Los genotipos que presentaron una severidad mayor fueron el DK390, P4083W vy los
locales Chapingo-Tuxpefio y Chapingo-Comiteco (evaluados en el segundo ensayo),
las plantas de estos genotipos en edad adulta podrian presentar severidad alta a la
mancha de asfalto. Aunque Tondopé-Marroquin (2017) menciona que en condiciones
de campo los genotipos DK390 y P4083W presentan severidad baja de infeccion a la
mancha de asfalto en el municipio de Ocozocoautla, Chiapas.

Por otro lado, los resultados obtenidos del genotipo P4083W en este estudio tampoco
concuerda con lo mencionado por Quiroga et al. (2017) quienes evaluaron el mismo
genotipo (P4083W) en condiciones de campo y los resultados demostraron severidad
baja a la mancha de asfalto. Cabe mencionar que esto pudo deberse a diversos
factores como son las condiciones de humedad y temperatura a la que fue expuestas
las unidades experimentales en estudio (fragmentos de hojas inoculados con
suspensién de ascosporas de P. maydis y M. maydis colocados en cadmara humeda).

Mientras que el genotipo SP500 fue el genotipo que presentd una severidad media,
estos resultados concuerdan con lo mencionado por Quiroga et al. (2017) y Tondopo-
Marroquin (2017) quienes mencionan el comportamiento intermedio de severidad a la
mancha de asfalto presentado de este genotipo en estudios realizados en condiciones
de campo en los municipios de Villaflores y Ocozocoautla, Chiapas.

Para los locales Chapingo Tuxpefio y Chapingo Comiteco que presentaron severidad
alta, esto se debe a que estos maices carecen de resistencia a la mancha de asfalto y
es necesario realizar un mejoramiento genético a estos maices amarillos.

Cook y Evans (1987) citados por Quiroga et al. (2017) sugieren que la tolerancia y la
resistencia funcionan de manera independiente y que la tolerancia se refiere a la
cantidad de dafio causado por el patégeno en el hospedante. Mientras que la
resistencia es la habilidad de la planta hospedante de detener o restringir el desarrollo
del patégeno.

Resistencia y susceptibilidad a los fitopatégenos son términos que describen el efecto
de la planta en la habilidad del patdgeno para reproducirse (Cook y Evans, 1987; Davis
y May, 2003, citados por Quiroga et al., 2017). La resistencia cuantitativa o multigénica
ademas de ser mas durable que la cualitativa 0 de genes mayores, es mayormente
asociada a patdgenos necrotroficos (saprofitos), mientras que la cualitativa esta
asociada a patdgenos biotréficos (parasitos obligados) (Balint-Kurti y Johal, 2009). La
combinacion de Phyllachora maydis que es un parasito obligado (biotréfico) y
Monographella maydis un saproéfito facultativo (necrotréfico), sugiere que los
mecanismos de resistencia a la mancha de asfalto puede ser la resultante de una
combinacion de genes mayores y de genes multiples aditivos (Quiroga et al., 2017).
Ceballos y Deutsch (1992) sugieren que para proveer de una proteccion efectiva y
duradera contra la mancha de asfalto deberian combinarse ambos tipos de resistencia
la monogénica y la poligénica.
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4.2 Inoculacion in vivo
4.2.1 Inoculacion en plantas jovenes y sanas de maiz

Los resultados obtenidos del andlisis de varianza (ANVA) para el nUmero de estomas
infectados del ensayo de inoculacion in vivo por periodo de incubacion en plantas
jovenes y sanas de los genotipos DK390, SP500, P4083W y Chapingo Tuxpefio,
mostraron diferencia estadistica significativa a los 8, 38 y 45 dias; los coeficientes de
variacion de 0.88% a 4.23%, por lo que son bastante confiables los resultados
obtenidos (cuadro 10).

Cuadro 10. Valor de coeficiente de variacion (CV) y Pr>F que presentaron los
genotipos DK390, SP500, P4083W y Chapingo Tuxpeio durante el lapso

de 8 a 45 dias.
DIAS CV (%) Pr>F

8 4.23 0.0372 *
15 2.25 0.0776
23 1.84 0.1386
31 1.00 0.0203 *
38 1.48 0.0069 **
45 0.88 0.0028 **

1Significancias: Si Pr>F= 0.1 No significativo (NS); Si Pr>F= 0.05 significativo (*), Si Pr>F= 0.01 altamente
significativo (a/s) **.

En el Cuadro 11 se describe la evolucién de la infeccién de los estomas conforme
transcurrieron las horas después de la inoculacion con la suspension de ascosporas
de P. maydis y M. maydis. El genotipo que present6 estadisticamente un mayor dafio
de estomas infectados a los 45 dias fue el DK390 (100 %), seguido del Chapingo-
Tuxpefio (98.15 %), mientas que los genotipos P4083W y el SP500 presentaron un
menor dafo de estomas infectados (93.20 y 93.45 %), por lo cual estos dos ultimos se
consideran de severidad media y el genotipos DK390 y Chapingo-Tuxpefio de
severidad alta de infeccion a nivel estoma de la enfermedad mancha de asfalto.

Cuadro 11. Porcentaje promedio de estomas infectados de la inoculacion in vivo de
P. maydis y M. maydis en plantas sanas de maiz durante 45 dias.

GENOTIPO DIAS DESPUES DE LA INOCULACION
8 15 23 31 38 45
DK-390 79.44" 84.64 87.26 91.29 98.15" 100"
P-4083W 67.38 78.52 83.43 86.72 88.47 93.45
SP-500 61.81 75.58 81.11 86.63 88.52 93.20"
Chapingo Tuxpefio  70.68 78.76 81.48 90.86 94.03 98.15

*Letras diferentes en columnas (horas) indican diferencia significativa segun la prueba de medias Tukey (P<0.05).
N=96 observaciones.
Nota: Datos de porcentaje de estomas transformados a raiz cuadrada
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En este ensayo el desarrollo de la enfermedad fue mas rapido en el genotipo DK390 y
en el Chapingo-Tuxpefio (mayor incidencia) mostraron un alto nimero de estomas
infectados desde los primeros 8 dias, manteniéndose asi hasta los 45 dias de la
evaluacion alcanzando el méximo nivel de dafio de estomas, en comparaciéon con los
genotipos SP500 y P4083W. Los genotipos SP500 y P4083W presentaron un
desarrollo de la infeccién con igual comportamiento durante todo el ensayo, con la
misma tendencia y tasa de crecimiento, manteniendo un nivel inferior de infeccion de
estomas mostrando cierta capacidad de resistencia, por lo cual se podria esperar que
en edad adulta se pudieran considerar como resistentes a la mancha de asfalto (Figura
4).

Agrios (2001), menciona que el grado de susceptibilidad o resistencia depende de los
genes de resistencia o susceptibilidad que poseen las variedades, reaccionan de
manera diferente a las diversas razas del patégeno y a sus genes de virulencia o
avirulencia. La progenie de estas variedades reacciona a los mismos patdgenos
exactamente en la misma forma que sus progenitores, indicando que la propiedad de
resistencia o susceptibilidad contra un patégeno esta genéticamente controlada
(heredada). De manera similar, la progenie de cada patdgeno produce en cada
variedad el mismo efecto que causaban los patdégenos progenitores, indicando que la
capacidad de virulencia o avirulencia del patdégeno sobre una variedad particular esta
genéticamente controlada (heredada). De lo anterior se puede mencionar que bajo
condiciones ambientales favorables, la infeccion (susceptibilidad) o no infeccion
(resistencia) en cada combinacion patégeno-hospedante es predeterminada por el
material genético tanto del hospedante como del patdgeno. El nimero de genes que
determinan la resistencia o la susceptibilidad varia de una planta a otra, de la misma
manera como el numero de genes que determinan la virulencia o virulencia varia de
un patégeno a otro.
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Figura 4. Respuesta de los genotipos de maiz DK-390, Chapingo Tuxpefio,P-4083W
y SP-500 a la inoculacién con ascosporas de P. maydis y M. maydis, en
planta jovenes.

Para la evaluacion de la infeccion causada por Phyllachora maydis y Monographella

maydis a nivel estoma, esta técnica se considera eficiente debido a que permite

evaluar en menor tiempo un mayor nimero de muestras.

En este ensayo los genotipos DK390 y el local Chapingo Tuxpefio (maiz amarillo)
presentaron mayor incidencia (nimero de estomas infectados) y los genotipos SP500
y P4083W menor incidencia o numero de estomas infectados por Phyllachora maydis
y Monographella maydis, por lo cual en edad adulta las plantas de maiz de los
genotipos DK390 y el local Chapingo-tuxpefio se esperaria que fueran susceptibles y
y las plantas adultas de los genotipos SP500 y P4083W se esperaria que fueran
resistentes y a la mancha de asfalto.

El local Chapingo Tuxpefio presentd severidad alta de infeccién a nivel estoma en este
ensayo de inoculacion artificial. Hasta el momento en los estudios realizados con
maices de grano amarillo no se han identificado materiales que sean resistentes a la
mancha de asfalto (Garrido et al., 2016).

Quiroga et al. (2017) en los afios 2014 y 2015 estudiaron estos mismos genotipos a
excepcion del local Chapingo Tuxpefio, evaluaron el nivel de severidad a la mancha
de asfalto a nivel planta en condiciones de campo mediante inoculacion natural, los
resultados demostraron que en la etapa R4 el genotipo DK390 presentd severidad
muy baja, el genotipo P4083W severidad bajo. Mientras que el genotipo SP500
presento severidad media de infeccion a la mancha de asfalto.
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4.3 Diversidad genética
4.3.1 Extraccion y cuantificaciéon de ADN

Se logrd la extraccion de ADN de buena calidad de 48 muestras de Phyllachora
maydis, 44 muestras de Monographella maydis y 5 muestras de Microdochium
provenientes de muestras de plantas de maiz de Chiapas y de Guatemala.

En los cuadros 12, 13 y 14 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion
de ADN de la muestras de Microdochium, Phyllachora maydis y Monographella maydis
respectivamente, cuantificadas con un Nanodrop One obteniendo los datos de
concentracion de ADN en ng/uL y la relacion de absorbancias 260/280 nm como indice
de la calidad. Las cuales fueron etiquetadas conforme al lugar de procedencia, cultivo
(Maiz), afio de recoleccion (2014) y numero de muestra (0101).

Las muestras de ADN presentan buena concentracion (ng/uL) y un buen nivel de
pureza como se observa en la relacién A260/A280 (> 1.5); lo cual concuerda con lo
mencionado por Cadavid-Sanchez, et al., (2013), quienes mencionan que el ADN con
una absorbancia en la relacion A260/A280 de 1.5 es de buena calidad para la
realizacion de pruebas moleculares; como es la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa
(PCR) con muestras de ADN de Phyllachora maydis y Monographella maydis (Jonapa-
Montoya 2015).

Cuadro 12. Concentraciéon de ADN de muestras de Microdochium provenientes de

Chiapas.

Microdochium ng/pL A260/A280 A260/A230
1-CH-MA170103 7.0 1.74 0.82
2-CH-MA170203 10.2 1.79 0.87
3-CH-MA140303 9.0 1.60 0.70
4-CH-MA140403 7.5 1.74 0.86
5-CH-MA140503 8.3 1.52 0.71

Nota: CH: Muestras provenientes de Chiapas
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Cuadro 13. Concentracion de ADN de muestras de Phyllachora maydis provenientes
de Chiapas y Guatemala.

Phyllachora  ng/u A260/ “*°°  Phyllachora A0 Aze0/
maydis L A280 .0 maydis g aogo  A230
1-CH-MA140101 7.2 1.76 0.29 21-CH-MA142101 3.4 1.95 0.29
2-CH-MA140201 5.6 1.65 0.29 22-CH-MA142201 8.2 1.82 0.32
3-CH-MA140301 7.6 1.53 0.19 23-CH-MA142301 16.0 1.61 0.31
4-CH-MA140401 15.1 1.69 0.34 24-CH-MA142401 5.6 1.86 0.30
5-CH-MA140501 11.0 1.77 0.37 25-CH-MA142501 3.4 1.63 0.18
6-CH-MA140601 16.2 1.57 0.33 26-CH-MA142601 50 1.37 0.17
7-CH-MA140701 15.1 1.76 0.57 27-CH-MA142701 6.1 1.67 0.23
8-CH-MA140801 5.0 1.70 0.17 28-CH-MA142801 1.6 2.73 0.08
9-CH-MA140901 9.0 1.78 0.41 29-CH-MA142901 1.3 3.54 0.07
10-CH-MA141001 2.8 1.40 0.19 30-CH-MA143001 4.7 2.06 0.11
11-CH-MA141101 13.2 1.57 0.38 31-CH-MA143101 4.2 1.55 0.18
12-CH-MA141201 24.6 1.72 0.59 32-CH-MA143201 1.5 1.74 0.11
13-CH-MA141301 23.6 1.55 0.34 33-CH-MA143301 0.4 2.32 0.03
14-CH-MA141401 14.7 1.85 0.38 34-CH-MA143401 0.5 2.29 0.04
15-CH-MA141501 12.8 1.81 0.36 35-CH-MA143501 50 1.65 0.24
16-CH-MA141601 8.0 1.87 0.36 36-CH-MA143601 3.1 1.99 0.13
17-CH-MA141701 28.5 1.84 0.55 37-GU-MA143701 0.5 1.73 0.05
18-CH-MA141801 6.1 1.67 0.34 38-GU-MA143801 1.7 0.59 0.09
19-CH-MA141901 11.9 1.59 0.42 39-GU-MA143901 6.1 1.77 0.21
20-CH-MA142001 10.0 1.61 0.30 40-GU-MA144001 1.5 1.50 0.11

Nota: CH: Muestras provenientes de Chiapas GL: muestras provenientes de Guatemala
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Cuadro 14. Concentracion de ADN de muestras de Monographella maydis
provenientes de Chiapas y Guatemala.

Monographella A260/ A260/ Monographella A260/ A260/

maydis ng/uL A280 A230 maydis ng/uL A280 A230
1-CH-MA140102 46.9 147 0.36 19-CH-MA141902 7.9 1.59 0.33
2-CH-MA140202 355 1.37 042 20-CH-MA142002 224 1.64 0.43
3-CH-MA140302 35,6 1.30 0.41 21-CH-MA142102 105 1.46 0.28
4-CH-MA140402 176 1.38 0.36 22-CH-MA142202 124 1.55 0.28
5-CH-MA140502 16.0 145 0.39 23-CH-MA142302 4.1 1.41 0.21
6-CH-MA140602 131 1.37 0.32 24-CH-MA142402 55 1.52 0.38
7-CH-MA140702 7.2 154 0.29 25-CH-MA142502 17.3 1.55 0.38
8-CH-MA140802 352 132 0.39 26-CH-MA142602 94 1.39 0.31
9-CH-MA140902 13.0 157 0.36 27-CH-MA142702 6.5 1.47 0.22
10-CH-MA141002 4.8 156 0.17 28-CH-MA142802 3.7 1.55 0.20
11-CH-MA141102 9.1 149 0.28 29-CH-MA142902 3.6 1.74 0.18
12-CH-MA141202 109 1.70 0.30 30-CH-MA143002 11.3 161 0.28
13-CH-MA141302 9.1 156 0.34 31-CH-MA143202 9.3 1.53 0.27
14-CH-MA141402 11.0 1.48 0.30 32-CH-MA143502 1.7 1.82 0.17
15-CH-MA141502 159 1.73 0.41 33-GL-MA143702 5.1 1.54 0.28
16-CH-MA141602 81.1 1.16 0.59 34-GU-MA143802 1.6 141 0.14
17-CH-MA141702 104 155 0.33 35-GU-MA143902 7.6 1.40 0.25
18-CH-MA141802 13.7 1.34 0.37 36-GU-MA144002 4.5 1.49 0.21

Nota: CH: Muestras provenientes de Chiapas GL: muestras provenientes de Guatemala.

4.3.2 Amplificacién por PCR y electroforesis en gel de agarosa

Se realiz6 la amplificacion de la region ITS del ADNr de las 48 muestras de Phyllachora
maydis, 44 muestras de Monographella maydis y 5 muestras de Microdochium
provenientes de Chiapas y Guatemala mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en gel de agarosa al 1%. En la Figura 5 se muestran los carriles 2,
3, 4 donde se presenta una sola banda de aproximadamente 500 pb, pertenecientes
a muestras de ADN de Phyllachora maydis, los carriles 6, 7, 8 y 11 también presentan
una sola banda de aproximadamente 600 pb pertenecientes a muestras de ADN de
Monographella maydis al igual que los carriles 12 y 13 pertenecientes a Microdochium
(estado imperfecto de Monographella maydis). En los carriles 5, 9, 10 y 14 no existioé

amplificacion.
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Figura 5. Productos de amplificacion de la region ITS del ADNr de Phyllachora maydis,

Monographella maydis y Microdochium.
Los resultados anteriores concuerdan con lo mencionado por Jonapa-Montoya (2015)
quien sefala que la amplificacion de la region ITS del ADNr de Phyllachora maydis y
Monographella maydis es de aproximadamente 600 pb; y concuerda también, con lo
reportado por Begerow et al., (2010) y Nilsson et al. (2011) quienes mencionan que
los dos espaciadores internos ITS1 e ITS2 y el gen intercalado 5.8S altamente
conservado se encuentran en una amplificacién de la region de 450-650 pares de
bases (pb).

Fujita et al., (2001) analizaron la region ITS de 45 cepas de hongos con los ‘primers’
ITS1 e ITS4 y encontraron fragmentos de 350-880 pb, demostrando la alta variabilidad
de la region ITS a nivel de género y especie. Esto se observo claramente con los
‘primers’ ITS1-ITS4 para Phyllachora maydis y Monographella que se encontrd por
debajo de los 650 pb.

4.3.3 Secuenciacion y comparaciéon de secuencias

Se obtuvieron secuencias de 11 muestras de ADN de Phyllachora maydis, seis de
Monographella, dos de Microdochium y dos Coniothyrium. Las muestras de
Phyllachora al compararlas con secuencias depositadas en el Genbank mostraron un
83 a 99 % de identidad con Phyllachora maydis (accesién KU184459) (Rulh et al.,
2016). Lo que comprueba la presencia de Phyllachora maydis en los municipios de
Ocosingo, Oxchuc, Huixtan, Ocozocoautla, Villaflores y Las Margaritas en Chiapas
(Cuadro 15). Estos resultados concuerdan con lo mencionado por Hock (1989) y
Quiroga et al., (2017) quienes afirman la presencia de Phyllachora maydis en Chiapas.
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Cuadro 15. Comparacion de secuencias de Phyllachora provenientes de Chiapas con
secuencias depositadas en el Genbank. (NCBI, 2017).

Sequence Max Total score Query Ident Accession
score cover
MA140701 353 353 71% 83% Phyllachora maydis (KU184459)
Ocosingo 276 276 34% 93% Phyllachora sp. KY498121
MA140901 666 666 68% 99% Phyllachora maydis (KU184459)
Oxchuc
MA141101 701 701 87% 99% Phyllachora maydis (KU184459)
Oxchuc 438 438 89% 87% Phyllachorales sp. (KM108581)
MA141201 701 701 87% 99% Phyllachora maydis (KU184459)
Oxchuc 427 427 88%  86% Phyllachora sp. (KX451925)
MA141301 691 691 87% 99% Phyllachora maydis (KU184459)
Huixtan 433 433 89% 87% Phyllachorales sp. (KM108581)
MA141401 693 693 87% 99% Phyllachora maydis (KU184459)
Huixtan 422 422 88%  86% Phyllachora sp. (KX451925)
MA141501 695 695 87% 99% Phyllachora maydis (KU184459)
Huixtan
MA142101 701 701 88% 99% Phyllachora maydis (KU184459)
Ocozocoautla 438 438 89% 87% Phyllachorales sp. (KM108581)
MA142201 697 697 85% 99% Phyllachora maydis (KU184459)
Villaflores 438 438 89% 87% Phyllachorales sp. (KM108581)
MA142301 695 695 87% 99% Phyllachora maydis (KU184459)
Villaflores 438 438 89% 87% Phyllachorales sp. (KM108581)
MA142401 695 695 87% 99% Phyllachora maydis (KU184459)

Las Margaritas

Las muestras de Monographella mostraron un 88 a 96% de identidad con
Monographella sp. (Varvas et al., 2013), ademas también mostraron un 88 a 96%
identidad con Microdochium seminicola (Hernandez-Restrepo et al., 2016) (Cuadro
16). Hernandez-Restrepo menciona que Microdochium es el estado asexual de
Monographella, lo cual explica la identidad de estas secuencias con ambas secuencias
encontradas en el Genbank. Estos resultados indican la presencia de Microdochium
seminicola y Monographella sp. en los municipios de Ocosingo, Oxchuc, Villaflores y
Ocozocoautla. Estos resultados concuerdan con lo mencionado por Quiroga-Madrigal
(1995) quien reporta la presencia de Microdochium en el estado de Chiapas. Hasta el
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momento no se encuentra disponible ninguna secuencia de Monographella maydis y

Microdochium maydis en el Genbank.

Cuadro 16. Comparacion de secuencias de Monographella provenientes de Chiapas
con secuencias depositadas en el Genbank (NCBI, 2017).

Sequence

Max
score

Total
score

Query
cover

ldent

Accession

MA140702
Ocosingo

MA141202
Oxchuc

MA141702
Villaflores

MA141902

Ocozocoautla

MA142002
Ocozocoautla

MA142202

Villaflores

754

832

837

760

843

760

841

760

606

545

813

736

754

832

837

760

843

760

841

760

606

545

813

736

86%

94%

94%

86%

96%

86%

95%

86%

92%

77%

94%

86%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

96%

88%

90%

96%

95%

Monographella sp.
(JN688923)

Microdochium
seminicola

(KP859022)

Microdochium
seminicola

(KP859022)

Monographella sp.
(JN688923)

Microdochium
seminicola

(KP859020)

Microdochium
seminicola

(KP859022)

Microdochium
seminicola

(KP859022)

Microdochium
seminicola

(KP859022)

Microdochium
seminicola

(KP859022)
Monographella sp.
(KU574705)

Microdochium
seminicola

(KP859022)

Monographella sp.
(JN688923)
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Las muestras de Microdochium mostraron un 94 a 95% de identidad con Microdochiun
seminicola (Hernandez-Restrepo et al., 2016) y las de Coniothyrium mostraron un 93
a 95% de identidad con Coniothyrium fuckelii (Ciardo et al., 2007) y en un 94 % de
identidad con Coniothyrium sp. (Gorfer et al., 2011). Estos resultados indican la
presencia de Microdochium seminicola en los municipios de Ocozocoautla y Oxchuc.
Mientras que en el municipio de Huixtan, Chiapas indicaron la presencia de
Coniothyrium fuckelii y Coniothyrium sp. (Cuadro 17). Hasta el momento no se
encuentra una secuencia de Coniothyrium phyllachorae en el Genbank.

Cuadro 17. Comparacion de secuencias de Microdochium vy Coniothyrium
provenientes de Chiapas con secuencias depositadas en el Genbank

(NCBI, 2017).
Sequence Max Total Query Ident Accession
score score cover
MA141902 787 787 95% 94% Microdochium
Ocozocoautla semicola
(KP859022)
MA140902 795 795 94% 95% Microdochium
Oxchuc semicola
(KP859022)
MA141304 785 785 89% 95% Coniothyrium fuckelii
Huixtan (EF540754)
MA141504 769 769 91% 94% Coniothyrium sp.
Huixtan (HQ115651)
730 730 90% 93% Coniothyrium fuckelii
(EF540754)

De las muestras de ADN de Phyllachora y Monographella aislados de maices con
sintomas de mancha de asfalto en el municipio de Monjas Guatemala, se obtuvieron
ocho secuencias muy cortas las cuales no se pudieron comparar con secuencias
depositadas en el Genbank.

4.3.4 Andlisis filogenético

Se analizo la diversidad genética de las secuencias obtenidas y se muestran las
relaciones filogenéticas de 11 secuencias de Phyllachora, seis secuencias de
Monographella, dos secuencias de Microdochium y dos secuencias de Coniothyrium
mediante el método UPGMA. Las secuencias obtenidas de ADN fueron extraidas
directamente del tejido vegetal enfermo de muestras provenientes de los municipios
Ocosingo, Oxchuc, Huixtan, Ocozocoautla, Villaflores y Las Margaritas, Chiapas.
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En la Figura 6 se muestra la relacion filogenética de 11 secuencias de ADN de
Phyllachora. Se observa la formacion de dos grupos o ramas en relacion a la
secuencia de Phyllachora maydis encontrada en el Genbank (accesion KU184459,
testigo positivo). El primer grupo lo forman las secuencias MA141501, MA143001,
MA141401 procedentes de Huixtan; MA142201, MA142301 procedentes de
Villaflores; MA140901, MA141101 y MA141201 procedentes de Oxchuc; MA142401
procedente de las Margaritas y la secuencia MA142101 procedente de Ocozocoautla,
las cuales estan a una distancia menor de 0.02 de la secuencia tipo (accesion
KU184459). La segunda rama se forma con una sola secuencia (MA140701)
procedente de Ocosingo, la cual esta a una distancia mayor al 0.10 de la secuencia
tipo.

HUIXTAN MA141501

VILLAFLORES :l MA142201

OXCHUC MA141201

{ HUIXTAN ] mA141301
VILLAFLORES :| MA142301

1 b—— oxchuc ] wma141101

HUIXTAN ] ma141401

L— LAS MARGARITAS] MA142401

E— OCOZOCOAUTLA:I MA142101

oxcHuc | MA140901

— TESTIGO

POSITIVO :| P. maydis

OCOSINGO :| MA140701

0,100 0.020 0.060 0.040 0020 0.000

Figura 6. Relaciones filogenéticas de 11 secuencias de ADN de Phyllachora
provenientes de Chiapas y la secuencia 12 como testigo positivo (Phyllachora maydis)
mediante el método UPGMA.
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En Figura 7 se muestra la relacion filogenética de seis secuencias de ADN de
Monographella, se observa la formacion de dos grupos enfilados a los testigos
Monographella sp. (KP859022) y Microdochium seminicola (JN688923) encontradas
en el Genbank. Se observa la formaciéon de un primer grupo formado por las
secuencias MA141702 procedente de Villaflores, MA141902 procedente de
Ocozocoautla, MA141202 procedente de Oxchuc y la secuencia MA140702
procedente de Ocosingo, las cuales son practicamente idénticas y estan a un distancia
menor de 0.02 de las secuencias utilizadas como tipo para este andlisis. El segundo
grupo lo forman las secuencias MA142002 procedente de Ocozocoautla y MA142202
procedente de Villaflores y estan a una distancia mayor a 0.04 del grupo de las
secuencias tipo.

VILLAFLORES :' MA141702

OCOZOCOAUTLEI MA141902

OXCHUC :l MA141202

OCOSINGO ] MA140702

Microdochium

TESTIGO POSITIVOj o
Seminicola

(

L TESTIGO Posmvoj Mono%Laphella

OCOZOCOAUTLEI MA142002

‘ VILLAFLORES] MA142202

00400 00300 00200 00100 00000

Figura 7. Relaciones filogenéticas de 6 secuencias de Monographella provenientes de
Chiapas y la secuencias 7 (Monographella sp.) y 8 (Microdochium
seminicola) como testigo positivo mediante el método UPGMA.
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En la Figura 8 se observa la relacion filogenética de 2 secuencias de Microdochium,
se observa la formacion de un grupo o rama en relacion a la secuencia Microdochium
seminicola encontrada en el Genbank (accesiéon KP859022 testigo positivo). El grupo
lo forma dos secuencia la MA141902 Procedente de Ocozocoautla y la MA140902
procedente de Oxchuc, el cual esta a una distancia menor de 0.02 de la secuencia tipo
(accesion KP859022) (Figura 8). Cabe mencionar que Microdochium es el estado
asexual de Monographella (Hernandez- Restrepo, 2016).

OCOZOCOAUTL/] MA141902

OXCHUC j MA140902
TESTIGO Posmvoj Microdochium
seminicola

010250 0.0200 00150 00100 01,0050 01,0000

Figura 8. Relaciones filogenéticas de 2 secuencias de Microdochium provenientes de
Chiapas y la secuencia 3 como testigo positivo (Microdochium seminicola)
mediante el método UPGMA.

En la figura 9 se observa la relacién filogenética de dos secuencias de Coniothyrium,
se observa la formacion de un grupo e relacion a las secuencias Coniothyrium sp.
(accesion HQ115651) y Coniothyrium fuckeli (accesiéon EF540754) testigos positivos,
encontradas en el Genbank. El grupo o rama lo forman la secuencia MA141304 y la
MA141504 procedentes de Huixtan y se encuentra a una distancia mayor de 0.03 de
las secuencias tipo (Coniothyrium sp. HQ115651 y Coniothyrium fuckeli EF540754).
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MA141304
HUIXTAN

MA141504

HUIXTAN

Coniothyrium
Fuckelii

TESTIGO POSITIVO

TESTIGO POSITIVO :\ Coniothyrium sp.

0.0400 0.0300 0.0200 0.0700 0.0000

Figura 9. Relaciones filogenéticas de dos secuencias de Coniothyrium provenientes
de Chiapas y la secuencias 3 (Coniothyrium sp.) y 4 (Coniothyrium fuckeli)
como testigo positivo mediante el método UPGMA.

Los resultados de las secuencias confirman la presencia Phyllachora maydis,
Monographella maydis y Microdochium sp., patégenos causales de la mancha de
asfalto, asi como Coniothyrium sp, micoparasito de Phyllachora maydis, en los
municipios de Ocosingo, Oxchuc, Huixtan, Ocozocoautla, Villaflores y Las Margaritas,
Chiapas donde las condiciones de temperatura media mensual oscilan entre 12 a
26 °C, con una humedad relativa del 61 a 83 %, con una altitud de 854 a 2400 msnm
(INEGI, 2017). Lo cual coincide con lo mencionado por Hock et al. (1995) quienes
reportan un promedio de 17 °C a 22 °C, con al menos 7 horas de humedad foliar cada
noche y humedad relativa >75%; o de 10 a 20 dias nublados por mes; 0 una
precipitacion mensual minima de 150 mm, entre 1800 y 1900 horas de luz solar al afio.
Ademas, se encuentra comunmente en regiones montafiosas moderadamente frias y
humedas, tanto tropicales como subtropicales, a 1300-2300 msnm (CIMMYT, 2012).
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5. CONCLUSIONES

Las técnicas de inoculacion in vitro en fragmentos de hojas y la técnica de inoculacion
in vivo en planta sana joven de maiz, permitieron evaluar de forma eficiente la
infeccion inicial a nivel estoma en los genotipos de maiz ensayados.

Los genotipos DK390, local Chapingo-Comiteco y local Chapingo-Tuxpefio,
presentaron alta incidencia de infeccion a nivel estomético en el proceso inicial del
desarrollo de la enfermedad mancha de asfalto.

El genotipos P4083W presento incidencia alta de infeccion a nivel estomatico en los
ensayos de inoculacion in vitro en fragmentos de hoja; mientras que en el ensayo de
inoculacion in vivo en planta sana y joven de maiz presento incidencia media de
estomas infectados. Por lo que se concluye que este genotipo in vitro es susceptible e
in vivo es resistente en el proceso inicial de infeccion a la mancha de asfalto.

El genotipo SP500 presento incidencia media de infeccion a nivel estomético de en el
proceso inicial del desarrollo de la enfermedad mancha de asfalto, considerandose
resistente bajo condiciones in vitro e in vivo.

Las secuencias MA141501, MA143001, MA141401 procedentes de Huixtan,
MA142201, MA142301 procedentes de Villaflores, MA140901, MA141101 vy
MA141201 procedentes de Oxchuc, MA142401 procedente de las Margaritas y la
secuencia MA142101 procedente de Ocozocoautla, corresponden a Phyllachora
maydis con un 83 a 99 % de identidad con Phyllachora maydis (accesién KU184459).

Las secuencias MA141702 y MA142202 procedente de Villaflores; MA141902 vy
MA142002 procedente de Ocozocoautla; MA141202 procedente de Oxchuc y la
secuencia MA140702 procedente de Ocosingo, tienen una identidad de un 88 a 96%
Monographella sp. y Microdochium semicola (KP859022). Considerando que
Microdochium es la fase asexual de Monographella, se llega a la conclusion que estas
secuencias se clasifican como Monographella sp. (accesion JN688923).

Las secuencias MA141902 procedente de Ocozocoautla y la MA140902 procedente
de Oxchuc se clasificaron como Microdochium seminicola (accesion KP859022) con
un 94 a 95% de identidad.

Las secuencias MA141304 y la MA141504 procedentes de Huixtan se clasificaron
como Coniothyrium sp. (accesion HQ115651) con un 94% de identidad..
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7. ANEXOS

Anexo 7.1 Fotografias de los hongos causales de la enfermedad mancha de asfalto

a) Ascas con 8 esporas de Phyllachora maydis, fotografia tomada con un microscopio
compuesto con el objetivo 40X. b) Esporas de Phyllachora maydis.

Colonia de Microdochium en medio Conidios de Microdochium, fotografia
(Papa -Dextrosa-Agar (PDA). tomada con un microscopio compuesto
al objetivo 40X.
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Anexo 7.2 Fotografias de los signos y sintomas los hongos causales de la mancha de
asfalto

Signos provocados por Phyllachora maydis, lesiones observadas en la hoja de maiz,
muestra colectada en la comunidad Guadalupe Victoria, Municipio de Ocozocoautla,
Chiapas.

Lesiones comunes conocidas como ojo de pescado causadas por Monographella
maydis (anamorfo Microdochium) en la hoja de maiz, foto tomada en la comunidad
Guadalupe, Victoria municipio de Ocozocoautla Chiapas.
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Secamiento en la hoja de maiz causados por Monographella maydis (anamorfo
Microdochium), foto tomada de muestra colectada en el campo del INIFAP centro de
Chiapas.

Cortes de lesiones caudas por Phyllachora maydis (a) y Monographella maydis (b) que
se utilizaron para la preparacion de la suspension de ascosporas para inocular
fragmentos de hojas y plantas sanas y jovenes de maiz.
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Anexo 7.3 Fotografias de los ensayos de inoculacion in vitro en fragmentos de hojas
de maiz.

Fragmentos de hoja de maiz del genotipo SP500 inoculado con 50 pL suspension de
esporas de Phyllachora maydis y Monographella maydis. a) fragmento recién
inoculado. b) Fragmento inoculado después de haber transcurrido 108 h de estar en
camara humeda.

a) Cuadro marcado sobre la hoja inoculado por aspersion con 50 pL de suspension de
ascosporas de Phyllachora maydis y Monographella maydis. b) Plantas inoculadas y
colocadas en camara humeda.
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a) Fragmentos de hoja de maiz del genotipo SP500 en montaje permanente en polivinil
alcohol. b) estomas infectados a las 180 h observadas con un microscopio compuesto
al objetivo 40X.

a) Muestra tomada después de 45 dias de inoculacion por aspersion con ascosporas
de Phyllachora maydis y Monographella maydis, proceso de tefiido con tripan azul al
0.2% el cual permitira identificar el estoma infectado ya que se tefiira del color del
colorante. b) estomas infectados del genotipo P4083W a los 45 dias, observados con
un microscopio compuesto al objetivo 40X.
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Anexo 7.4 Analisis de varianza del primer ensayo de inoculacion in vitro en fragmentos
de hojas de maiz de los genotipos DK390, SP500 y P4083W.

Tabla 1A. Analisis de varianza de estomas infectados a las 12 horas del primer ensayo
de inoculacion in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 2 2.8476 1.4238 2.74 1.1427

Error 6 3.1167 0.5194

Total correcto 8 5.9643

R2=0.4774 CV=10.94% Media= 6.58% estomas infectados.

Tabla 2A. Analisis de varianza de estomas infectados a las 36 horas del primer ensayo
de inoculacion in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 2 8.0726 4.0363 3.01 0.1246

Error 6 8.0542 1.3423

Total correcto 8 16.1268

R2=0.5005 CV=15.46% Media= 7.49% estomas infectados.

Tabla 3A. Analisis de varianza de estomas infectados a las 60 horas del primer ensayo
de inoculacion in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 2 8.9448 4.4724 9.59 0.0135

Error 6 2.7967 0.4661

Total correcto 8 11.7416

R?=0.7618 CV=8.50% Media= 8.03 % estomas infectados.

Tabla 4A. Andlisis de varianza de estomas infectados a las 84 horas del primer ensayo
de inoculacién in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 2 12.3266 6.1633 8.30 0.0187

Error 6 4.4548 0.7424

Total correcto 8 16.7814

R?=0.7345 CV=11.11% Media= 7.75% estomas infectados.
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Tabla 5A. Analisis de varianza de estomas infectados a las 108 horas del primer
ensayo de inoculacion in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 2 1.4581 0.7290 1.74 0.2538

Error 6 2.5162 0.4193

Total correcto 8 3.9743

R?=0.368 CV=7.09% Media= 9.12 % estomas infectados.

Tabla 6A. Andlisis de varianza de estomas infectados a las 132 horas del primer
ensayo de inoculacion in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 2 0.5140 0.2570 1.86 0.2355

Error 6 0.8300 0.1383

Total correcto 8 1.3440

R?=0.3824 CV=3.82% Media= 9.72 % estomas infectados.

Tabla 7A. Andlisis de varianza de estomas infectados a las 156 horas del primer
ensayo de inoculacion in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 2 0.9101 0.4550 3.71 0.0894

Error 6 0.7361 0.1226

Total correcto 8 1.6462

R?=0.5528 CV=3.67% Media= 9.52 % estomas infectados.

Tabla 8A. Andlisis de varianza de estomas infectados a las 180 horas del primer
ensayo de inoculacion in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 2 0.6772 0.3136 30.95 0.0007

Error 6 0.0608 0.0101

Total correcto 8 0.6880

R?=0.9116 CV=1.02% Media= 9.8333 % estomas infectados.
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Anexo 7.5 Andlisis de varianza del segundo ensayo de inoculacion in vitro en
fragmentos de hojas de maiz de los genotipos DK390, SP500 y P4083W vy los
locales Chapingo Comiteco y Chapingo Tuxpefio.

Tabla 1B. Andlisis de varianza de estomas infectados a las 60 horas del segundo
ensayo de inoculacion in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 4 5.2597 1.3149 0.73 0.5900

Error 10 17.9428 1.7942

Total correcto 14 23.2025

R?=0.2266 CV=18.53% Media= 7.22 % estomas infectados.

Tabla 2B. Analisis de varianza de estomas infectados a las 120 horas del segundo
ensayo de inoculacion in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 4 4.7649 1.1912 1.58 0.2547

Error 10 7.5602 0.7560

Total correcto 14 12.3251

R?=0.3866 CV=10.84% Media= 8.01 % estomas infectados.

Tabla 3B. Andlisis de varianza de estomas infectados a las 180 horas del segundo
ensayo de inoculacion in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 4 0.8102 0.2025 0.34 0.8454

Error 10 5.9688 0.5968

Total correcto 14 6.7790

R?=0.1195 CV=8.52% Media= 9.05 % estomas infectados.

Tabla 4B. Andlisis de varianza de estomas infectados a las 240 horas del segundo
ensayo de inoculacion in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 4 0.5532 0.1383 0.29 0.8758

Error 10 47170 0.4717

Total correcto 14 5.2702

R?=0.1049 CV=7.25% Media= 9.46 % estomas infectados.
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Tabla 5B. Andlisis de varianza de estomas infectados a las 300 horas del segundo
ensayo de inoculacioén in vitro.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 4 1.3822 0.3455 5.56 0.0128

Error 10 0.6216 0.0621

Total correcto 14 2.0038

R?=0.6897 CV=2.53% Media= 9.82 % estomas infectados.

Anexo 7.6 Analisis de varianza del ensayo de inoculacion in vivo en plantas jévenes y
sanas de maiz de los genotipos DK390, SP500 y P4083W y el local Chapingo
Tuxpefo.

Tabla 1C. Andlisis de varianza de estomas infectados a los 8 dias del ensayo de
inoculacién con esporas de Phyllachora maydis y Monographella maydis in vivo en
planta sana joven de maiz.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 3 1.7407 0.5802 4.61 0.0372

Error 8 1.0063 0.1257

Total correcto 11 2.7470

R?=0.6336 CV=4.23% Media= 8.37 % estomas infectados.

Tabla 2C. Andlisis de varianza de estomas infectados a los 15 dias del ensayo de
inoculacién con esporas de Phyllachora maydis y Monographella maydis in vivo en
planta sana joven de maiz.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 3 0.4036 0.1345 3.32 0.0776

Error 8 0.3242 0.0405

Total correcto 11 0.7278

R?=0.5545 CV=2.25% Media= 8.93 % estomas infectados.

Tabla 3C. Analisis de varianza de estomas infectados a los 23 dias del ensayo de
inoculacién con esporas de Phyllachora maydis y Monographella maydis in vivo en
planta sana joven de maiz.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 3 0.2100 0.0700 2.45 0.1386

Error 8 0.2288 0.0286

Total correcto 11 0.4388

R?=0.4785 CV=1.84% Media= 9.15 % estomas infectados.
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Tabla 4C. Andlisis de varianza de estomas infectados a los 31 dias del ensayo de
inoculacién con esporas de Phyllachora maydis y Monographella maydis in vivo en
planta sana joven de maiz.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 3 0.1595 0.0531 5.87 0.0203

Error 8 0.0725 0.0090

Total correcto 11 0.2320

R2=0.6874 CV=1.00% Media= 9.45 % estomas infectados.

Tabla 5C. Analisis de varianza de estomas infectados a los 38 dias del ensayo de
inoculacion con esporas de Phyllachora maydis y Monographella maydis in vivo en
planta sana joven de maiz.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 3 0.5301 0.1767 8.63 0.0069

Error 8 0.1638 0.0204

Total correcto 11 0.1640

R2=0.7638 CV=1.48% Media= 9.62 % estomas infectados.

Tabla 6C. Analisis de varianza de estomas infectados a los 45 dias del ensayo de
inoculacién con esporas de Phyllachora maydis y Monographella maydis in vivo en
planta sana joven de maiz.

FUENTE GL SUMA DE CUADRADO F Pr>F
CUADRADOS MEDIO VALOR

Modelo 3 0.2628 0.0876 11.61 0.0028

Error 8 0.0604 0.0075

Total correcto 11 0.3232

R?=0.8131 CV=0.88% Media= 9.82 % estomas infectados.
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Anexo 7.7 Relacion de muestras enviadas a secuenciar y secuencias resultantes de

cada una de ellas.

NUmero de
secuencia

Secuencia

7

CHIAPAS
MA140701

GATGTAGCGGATCCCGACTTCGTCTCACTCTTGTGTATCTTACTGAC
CCGTCTGCTGTCGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGCTCTGGCATCTGTGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTA
GTGTGAATTGCAGAACTCTGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGTATTCTGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTC
AACCCTCGCGCCTAGCGTTTGGTGTTGATTGACTGCCATTAGTATTC
TAGTGGAAAATCATTGTCGAGCGCACTTTGGCCCCGAGCGTAGAACT
ACACATTTCGCTCGTGGGCCAAAGCTGCGCTCCTCCCAAACAGTGG
AGGACTAGTCTCGCGCTGACCTCGGATCAGGCTCGATCACGCTCGG
GACTTAACCGTATCCGACGGCCATAGAACGCTCCTTTCCCTTCGGGA
TAGGGCAACTTTTTAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAA

9

CHIAPAS
MA140901

CTGTAGCGGATCTTTATTTCGTCTCCTCTTTGTATTTACTGGCCTCTC
TGAGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATT
GCAGAACTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC
CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTCAACCCTCG
GGCCTAGCGCCTGGTGTTGGGGGACTGCGGCCGCCGCAGCCCCCG
AAAATCATTGGCGGGTGCACAACGGCCCCGAGCGTAGTAGCACACA
CCTCGCTCGCGGCGCCGCGGTGCCGCCCTCTGCTAAAAGAGAAGAC
CTAGTACCACGTTGACCTCGGATCAGGCAGGAATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCAGTAAGCGGAGGAAAACAATTGCGTCTGCGAGGGGAC
GTGACCCGCGTCCACGAAGCAACATTACCGTCTTTGACCTCGGATCA
GGTAGGGATACCCGCTGAACTTACGCATATCACTAAGCGGAGAAA

11

CHIAPAS
MA141101

CCCAGCGGATTCTAATTTCTTCTCCTCTTTGTATTTACTGGCCTCTCT
GAGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTG
CAGAACTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTCAACCCTCGG
GCCTAGCGCCTGGTGTTGGGGGACTGCGGCCGCCGCAGCCCCCGA
AAATCATTGGCGGGCGCACAACGGCCCCGAGCGTAGTAGCACACAC
CTCGCTCGCGGCGCCGCGGTGCCGCCCCGCCGTAAAAGAGAAGAC
CTAGTACCACGTTGACCTCGGATCAGGCAGGAATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCAATAAGCGGAGGAAA

12

CHIAPAS
MA141201

CTCGTAGCGGGATTTAATTTCTTCTCCTCTTTGTATTTACTGGCCTCT
CTGAGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGC
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAAT
TGCAGAACTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCG
CCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTCAACCCTCG
GGCCTAGCGCCTGGTGTTGGGGGACTGCGGCCGCCGCAGCCCCCG
AAAATCATTGGCGGGCGCACAACGGCCCCGAGCGTAGTAGCACACA
CCTCGCTCGCGGCGCCGCGGTGCCGCCCCGCCGTAAAAGAGAAGA
CCTAGTACCACGTTGACCTCGGATCAGGCAGGAATACCCGCTGAACT
TAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA
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NUmero de
secuencia

Secuencia

13

CHIAPAS
MA141301

CTATAGCGGTTATTATTCTTTCTCCTCTTTGTATTTACTGGCCTCTCTG
AGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTG
CAGAACTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTCAACCCTCGG
GCCTAGCGCCTGGTGTTGGGGGACTGCGGCCGCCGCAGCCCCCGA
AAATCATTGGCGGGCGCACAACGGCCCCGAGCGTAGTAGCACACAC
CTCGCTCGTGGCGCCGCGGTGCCGCCCCGCCGTAAAAGAGAAGAC
CTAGTACCACGTTGACCTCGGATCAGGCAGGAATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

14

CHIAPAS
MA141401

TTGTAGGCGTGTCTTATGCTTCTCCTCTTTGTATTTACTGGCCTCTCT
GAGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTG
CAGAACTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTCAACCCTCGG
GCCTAGCGCCTGGTGTTGGGGGACTGCGGCCGCCGCAGCCCCCGA
AAATCATTGGCGGGCGCACAACGGCCCCGAGCGTAGTAGCACACAC
CTCGCTCGTGGCGCCGCGGTGCCGCCCCGCCGTAAAAGAGAAGAC
CTAGTACCACGTTGACCTCGGATCAGGCAGGAATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

15

CHIAPAS
MA141501

TGGTAGCGGGTTTTATTTCTTCTCCTCTTTGTATTTACTGGCCTCTCT
GAGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTG
CAGAACTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTCAACCCTCGG
GCCTAGCGCCTGGTGTTGGGGGACTGCGGCCGCCGCAGCCCCCGA
AAATCATTGGCGGGCGCACAACGGCCCCGAGCGTAGTAGCACACAC
CTCGCTCGTGGCGCCGCGGTGCCGCCCCGCCGTAAAAGAGAAGAC
CTAGTACCACGTTGACCTCGGATCAGGCAGGAATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

19

CHIAPAS
MA141901

TGGTAGCGGATTCTTATTTCGCTCCAATCTGTGAACTTACCACTGTTG
CCTCGGTGGTTGGTGCCCCTAGCTTGCTGCCGCCGGTGTCCTGACT
AAACTCTTTGTCAACTTTGTCAAATCTGAATCTAAACTAAGAAATAAGT
TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGTTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCTAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATC
GAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGC
CTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTAGCTTAGTGTTGGGAG
ACTGCGCTAAACCGCAGCTCCTCAAAACCAGTGGCGGAGTCCTCTC
GTGCTCTGAGCGTAGTAATTTCTATCTCGCTTGTGTGAACACGGTGG
TCGACGGCCATAAACCGCTCCTTTCCCTTCGGGATAGGGCAACTTTT
TAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCA
TATCAATAAGCGGAGGAA

21

CHIAPAS
MA142101

CCTAGCGGATCTTATTCTTCTCACTCTTTATATTTACTGGCCTCTCTG
AGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTG
CAGAACTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTCAACCCTCGG
GCCTAGCGCCTGGTGTTGGGGGACTGCGGCCGCCGCAGCCCCCGA
AAATCATTGGCGGGCGCACAACGGCCCCGAGCGTAGTAGCACACAC
CTCGCTCGCGGCGCCGCGGTGCCGCCCCGCCGTAAAAGAGAAGAC
CTAGTACCACGTTGACCTCGGATCAGGCAGGAATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCAATAAGCGGAGGAA
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22

CHIAPAS
MA142201

CTGGTAGCGGGTTTTACTTCGTCTCCTCTTTGTATTTACTGGCCTCTC
TGAGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATT
GCAGAACTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC
CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTCAACCCTCG
GGCCTAGCGCCTGGTGTTGGGGGACTGCGGCCGCCGCAGLCLCCCCG
AAAATCATTGGCGGGCGCACAACGGCCCCGAGCGTAGTAGCACACA
CCTCGCTCGCGGCGCCGCGGTGCCGCCCCGCCGTAAAAGAGAAGA
CCTAGTACCACGTTGACCTCGGATCAGGCAGGAATACCCGCTGAACT
TAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

23

CHIAPAS
MA142301

TTCGGTAGCGGGTATTATTCTTCTCCTCTTTGTATTTACATGGCCTCT
CTGAGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGC
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAAT
TGCAGAACTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCG
CCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTCAACCCTCG
GGCCTAGCGCCTGGTGTTGGGGGACTGCGGCCGCCGCAGCCCCCG
AAAATCATTGGCGGGCGCACAACGGCCCCGAGCGTAGTAGCACACA
CCTCGCTCGCGGCGCCGCGGTGCCGCCCCGCCGTAAAAGAGAAGA
CCTAGTACCACGTTGACCTCGGATCAGGCAGGAATACCCGCTGAACT
TAAGCATATCAATAAGCGGAGGAA

24

CHIAPAS
MA142401

ACTGTAAGCGGATCTTATTCTTCTCCTCTTTGTATTTACTGGCCTCTC
TGAGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATT
GCAGAACTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC
CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTCAACCCTCG
GGCCGAGCGCCTGGTGTTGGGGGACTGCGGCCGCCGCAGCCCCCG
AAAATCATTGGCGGGCGCACAACGGCCCCGAGCGTAGTAGCACACA
CCTCGCTCGCGGCGCCGCGGTGCCGCCCCGCCGTAAAAGAGAAGA
CCTAGTACCACGTTGACCTCGGATCAGGCAGGAATACCCGCTGAACT
TAAGCATATCAATAAGCGGAGGGAA

37
GUATEMALA
MA143701

GTCGTAGCGGATCTTATTCTATTCTACCCGAGGAAAG

39

GUATEMALA
MA143901

GATCGTAGCGGATTCTAATATTGTGTCGTTGCCGGAAAAA

40
GUATEMALA
MA140702

GATCAGTAGCGGGTCTTATTTTGTTCGTTCCGGGGAGAACG

47

CHIAPAS
MA140802

TTAGTAGCGGGAGTATTATTCTTCTCATCTGTGAACTTACCACTGTTG
CCTCGGTGGTTGGTGCCCCTAGGGCGCTGCCGCCGGTGAGACAAA
CTAAACTCTTTGTCAACTTTGTCAAATCTGAATCTAAACTAAGAAATAA
GTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCAT
GCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTAGCTTAGTGTTGGG
AGACTGCGCTAAACCGCAGCTCCTCAAAACCAGTGGCGGAGTCCTC
TCGTGCTCTGAGCGTAGTAATTTCTATCTCGCTTGTGTGAACACGGT
GGTCGACGGCCATAAACCGCTCCTTTCCCTTCGGGATAGGGCAACTT
TTTAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGGAA
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49

CHIAPAS
MA140902

TTCGGTAGCGGAGACGGTGCTCTCTTCTGTGAACTTACCACTGTTGC
CTCGGTGGTTGGTGCCCCTAGGGCGCTGGGCAAGAGATGGACAAAC
TAAACTCTTTGTCAACTTTGTCAAATCTGAATCTAAACTAAGAAATAAG
TTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
GTCGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCAT
GCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTAGCTTAGTGTTGGG
AGACTGCGCTAAACCGCAGCTCCTCAAAACCAGTGGCGGAGTCCTC
TCGTGCTCTGAGCGTAGTAATTTCTATCTCGCTTGTGTGAACACGGT
GGTCGACGGCCATAAACCGCTCCTTTCCCTTCGGGATAGGGCAACTT
TTTAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGGAA

50
CHIAPAS
MA141002

GATCGTAGCGGATATTACATTATTCTCGCCCGATAC

51
CHIAPAS
MA141102

AAAAAAAATGATTACCCCGGAAAAAAACTCCTTTCCATCTCACTTCTA
ATTTAAAAAAGTGGAAAAAAAAGGGGTCTTAGTCAGAACATAAGCTTT
GTAAAAAGGGGTTTTTTAATTTTTTTTTCTTTTG

52

CHIAPAS
MA141202

CTCGTAGCGGATCTAATGCTTCGTCATCTGTGAACTTACCACTGTTG
CCTCGGTGGTTGGTGCCCCTAGGGCGCTGCCGCCGGTGGACAAACT
AAACTCTTTGTCAACTTTGTCAAATCTGAATCTAAACTAAGAAATAAGT
TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCAT
GCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTAGCTTAGTGTTGGG
AGACTGCGCTAAACCGCAGCTCCTCAAAACCAGTGGCGGAGTCCTC
TCGTGCTCTGAGCGTAGTAATTTCTATCTCGCTTGTGTGAACACGGT
GGTCGACGGCCATAAACCGCTCCTTTCCCTTCGGGATAGGGCAACTT
TTTAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGGAAA

53

CHIAPAS
MA141302

GTTGGTAGCGGGTCTTATTTTTGTCCTCGGGGCCTCAGGGCAACCG
GGTGGCTTCGCGCCGCATTCCTGCACCCTTTTTTTTACGAGCACCTT
CGTTCTCCTTCGGAAGGGCAACCTGAAGCTGGAACTTATAAAACCTT
TTTTTGCATCTAGCATTACCTGTTCTGATACAAACAATCGTTACAACTT
TCAACAATGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGAGCATGCCTGTTCG
AGCGTCATCTACACCCTCAAGCTCTGCTTGATGTTGGGCGTCTGTCC
CGCCTCTGCGCGCGGACTCGCCCCAAATTCATTGGCAGCGGTCTTT
GCCTCCTCTCGCGCAGCACAATTGCGTCTGCGAGAGGGCTTGACCC
GCGTCCACGAAGCAACATTACAGTCTTTGACCTCGGATCAGGTAGGG
ATACCCGCTGAACTTAACCATATCAATAAGCGGAAGAA
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55

CHIAPAS
MA141402

CTCGTACGTATATTATTCTTGTGCGTCCGGACTCCGGGCAAGCGGGT
GGTTCGCGCCGGATTCCTGCACCCTTTTTTTTACGAGCACCTTCGTT
CTCCTTCGGAAGGGCAACCTGCCGCTGGAACTTATAAAACCTTTTTTT
GCATCTAGCATTACCTGTTCTGATACAAACAATCGTTACAACTTTCAA
CAATGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGGAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCAAATTGCGCCTCTTGGTATTCGATGGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCATCTACACCCTCAAGCTCTGCATGGTGTTGGGCGTCTGTCCCGC
CTCTGCGCGCGGAATCGCCCCAAATTCATTGGTAGCGGTCTTTGCCT
CCTCTCGCGCAGCACAATTGTGTCTGCGAGAGGGCGTGACCCGTGT
ACGCGAAGCATCATTACAGTCTTTGACCTCGGATGAGTTAGGGATAC
CCGCTGAACTTAGGCATATCACTAAGCGGAGGAA

57

CHIAPAS
MA141502

ACGTAGCGTTTCATGCATACTCGCTCAACATGTGAACTTACCACTGTT
GCCTCGGTGGTTGGTGCCCCTAGGGCGCTGCCGCCGGTGGACAAA
CTAAACTCTTTGTCAACTTTGTCAAATCTGAATCTAAACTAAGAAATAA
GTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCAT
GCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTAGCTTAGTGTTGGG
AGACTGCGCTAAACCGCAGCTCCTCAAAACCAGTGGCGGAGTCCTC
TCGTGCTCTGAGCGTAGTAATTTCTATCTCGCTTGTGTGAACACGGT
GGTCGACGGCCATAAACCGCTCCTTTCCCTTCGGGATAGGGCAACTT
TTTAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGGAA

59

CHIAPAS
MA141902

CTCGTAGCGGAGTATTATTCTTCTCACATGTGAACTTACCACTGTTGC
CTCGGTGGTTGGTGCCCCTAGGGCGCTGCCGCCGGTGGACAAACTA
AACTCTTTGTCAACTTTGTCAAATCTGAATCTAAACTAAGAAATAAGTT
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATG
CCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTAGCTTAGTGTTGGGA
GACTGCGCTAAACCGCAGCTCCTCAAAACCAGTGGCGGAGTCCTCT
CGTGCTCTGAGCGTAGTAATTTCTATCTCGCTTGTGTGAACACGGTG
GTCGACGGCCATAAACCGCTCCTTTCCCTTCGGGATAGGGCAACTTT
TTAATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGC
ATATCAATAAGCGGAGGA

60

CHIAPAS
MA142002

GGATTCTAGTAAGCGGTTGTCGACTCTCTCTACATGGAGGAACTTTA
CCACTGTTGCCTTCGGGTGGTTGGTGCCCCTAGGGGCGAGGGAGA
GGGAGAGGGGAAACTAAACTCTTTGTCAACTTTGTCCACCAAAAAAA
AGAAAACTAAGAAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGATTTTCTCCCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAAAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCAT
TAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAA
GCCTAGCTTAGTGTTGGGAGACTGCGCTAAACCGCAGCTCCTCAAAA
CCAGTGGCGGAGTCCTCTCGTGCTCTGAGCGTAGTAATTTCTATCTC
GCTTGAGTGAACACGGTTTTTTTTTGGCCATAAACCGCTCCTTTCCCT
TCGGGATAGGGCAACTTTTTAATGGTTGACCTCGGATCAAGGTAGGA
ATACCCGCTGAACTTAAGCGTATGAATAAGCGGAGAAATT
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62

CHIAPAS
MA142102

GATCGTAGCGGAGTAGGTTCTCTCGCCTGTGAACTTACCACTGTTGCCTCGG
TGGTTGGTGCCCCTAGGGCGCTGGGAAGGGGGACAAACTAAACTCTTTGTC
AACTTTGTCAAATCTGAATCTAAACTAAGAAATAAGTTAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCA
TTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTA
GCTTAGTGTTGGGAGACTGCGCTAAACCGCAGCTCCTCAAAACCAGTGGCG
GAGTCCTCTCGTGCTCTGAGCGTAGTAATTTCTATCTCGCTTGTGTGAACACG
GTGGTCGACGGCCATAAACCGCTCCTTTCCCTTCGGGATAGGGCAACTTTTT
AATGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGAA

73
GUATEMALA
MA143702

AAATATAGTTGTAGCCCGCGCGATCCTAATTGGAAG

74
GUATEMALA
MA143802

GATCGTAGCGGATGTCGACGCGCTTAGGGAGTATG

75
GUATEMALA
MA143902

GATCGTAGCGTATATTATGACTTCTTAGCGCGGGATACCC

77
CHIAPAS
MA170103

GATCGGTAAGCGGATGTGCGATACTTCCCTGATGAACATACCTATACGTTGC
CTCGGCGGAATCAGCCCGCGCCACGTAAAAGGGAAAAGAGAAGGGGCCCG
AGGACCCCTAAACTCTGTTTTTTGCGGAAATTAATGAGTAAAACAAACAAATA
AATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGTTTTACCGC
AGAAGAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCACAATTCAGTGAATCATCGAATCT
TTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGC
GTCATTTCAACCCTCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCG
TTCCCCAAATCGATTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAATCATA
CACCTCGTTACTGGTAATCGTTTTTGTTCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGA
ATGTTGACCTCGGATCAGGTTTTGATTTATCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGAAAA

78

CHIAPAS
MA170203

GATACTAGCGTAGTCGGTTCGCTCCTGTGAACATACCTATACGTTGCCTCGG
CGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAAGGGACGGAGGCGCCCGAGGACCCCTA
AACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCC
TCAAGCTCAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGGTAACCCGCGTTCCCCAAATCGA
TTGGCGGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAATCATACACCTCGTTACTG
GTAATCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGG
ATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAA

79
CHIAPAS
MA170303

GAATAGTAGCGTAGCTGATTCCCTCTTGTGGAACATACT

80
CHIAPAS
MA170403

AATCGTAGCGGGGGTGACGCGATCTCTGATGCAC
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Anexo 7.8 Secuencias registradas en el Genbank utilizadas como testigos en el
analisis filogenético de las secuencias obtenidas de las muestras con mancha de

asfalto.
Nombrey clave Secuencia
KU184459.1 CAGCGGAGGGATCATTACAGAAGGCACCTCTTCTACACTCTTTGTATTTACTGGCCTCTC

Phyllachora maydis
(Ruhl et al., 2016)

TGAGCACTAGCAGACAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTGTGAATTGCAGAACTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCGCTAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATC
TCAACCCTCGGGCCTAGCGCCTGGTGTTGGGGGACTGCGGCCGCCGCAGCCCCCGAA
AATCATTGGCGGGCGCACAACGGCCCCGAGCGTAGTAGCACACACCTCGCTCGCGGC
GCCGCGGTGCCGCCCCGCCGTAAAAGAGAAGACCTAGTACCACGTTGACCTCGGATCA
GGCAGGAA

EF540754.1
Coniothyrium fuckelii
(Ciardo, et al., 2007)

TCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGATCATTATCCATCTCAAACCAGGTGCGGTCGCGGCC
CCCGGGGGCTTGCTCCCGGGTGGTAGGGGTAACACCTGCACGCGCCGCCTGCCTGTA
CCCTCTTTTTACGAGCACCTTTCGTTCTCCTTCGGCGGGGCAACCTGCCGCTGGAACCA
AAACAAAACCTTTTTTGCATCTAGCATTACCTGTTCTGATACAAACAATCGTTACAACTTT
CAACAATGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAG
TGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTA
TTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTACACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGG
GCGTCTGTCCCGCCTCTGCGCGCGGACTCGCCCCAAATTCATTGGCAGCGGTCTTTGC
CTCCTCTCGCGCAGCACAATTGCGTCTGCGGGGGGGCGTGGCCCGCGTCCACGAAGC
AACATTACCGTCTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGA

KP859022.1
Microdochium
seminicola
(Hernandez-Restrepo,
2016)

CATTACTGAGTTTTCAACTCGTGAACTTACCACTGTTGCCTCGGTGGTTGGTGCCCTCAC
GGGCGCTGCCGCCGGCGGACAAACTAAACTCTTGTCAACTTTGTCAAATCTGAATCTAA
ACTAAGAAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACC
CTTAAGCCTAGCTTAGCGTTGGGAGACTGCGCTAAACCGCAGCTCCTCAAAACCAGTGG
CGGAGTCCTCTGTGCTCTGAGCGTAGTAATCTTTATCTCGCTTGTATGAACGCAGTGGT
CGACGGCCATAAACCGCACCTCTCCTTCGGGTGAGGGCACCTTTTTAATGGTTGACCTC
GGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA

HQ115651
Coniothyrium sp.
(Gorfer et al.,2011)

AAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGACCTGCGGAAGGTCATATCCATCTCAACCAGGA
GTGGTGGCGGCCAGGCATTGCGTCCTCGGTTCAGCCCCGCTTTCCTGCATCCTTTTTTT
ACGAGCACCTTTCGTTCTCCTTCGGCGGGGCAACCTGCCGCTGGAACTTAACAAAACCT
TTTTTTGCATCTAGCATTACCTGTTCTGATACAAACAATCGTTACAACTTTCAACAATGGA
TCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTACACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGCGTCTGTC
CCGCCTCTGCGCGCGGACTCGCCCCAAATTCATTGGCAGCGGTCTTTGCCTCCTCTCG
CGCAGCACAATTGCGTCTGCGAGGGGGCGTGGCCCGCGTCCACGAAGCAACATTACC
GTCTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGA
GGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCTAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAA
ATTTGAAATCTGGCTCCCCTTGGGGGTCCGAGTTGTAATTTGCAGAGGATGCTTTGGCA
TTGACGGCGGTCTAAGTTCCTTGGAACAGGACATCACAGAGGGTGAGAATCCCGTACG
TGGTCGCCTGTCCTTGCCATGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCA
GCTCTAAATGGGAGGTAAATTTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGC
ACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGTACTTTGGAAAGAGAGTCAAAAAGCACGTGA
AATTGTTGAAAGGGAAGCGCTTGCAGCCAGACTTGCCCGCAGTTGCTCACCTAGGCTTT
CGCCTGGGGCACTCTTCTGCGGGCAGGCCAGCATCAGTTTGGGCGGTTGGATAAAGGC
CTCTGTCACGTATCTCCCTTCGGGGTGACCTTATAGGGGAGGCGCAATGCAACCAGCC
CGGACTGAGGTCCGCGCATCTGCTAGGATGCTGGCGTAATG

JN688923.1
Monographella sp.
(Kasekamp, 2011)

TGTGAACTTACCACTGTTGCCTCGGTGGTTGGTGCCCTCACGGGCGCTGCCGCCGGCG
GACAAACTAAACTCTTGTCAACTTTGTCAAATCTGAATCTAAACTAAGAAATAAGTTAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATT
AGTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTAGCTTAGCG
TTGGGAGACTGCGCTAAACCGCAGCTCCTCAAAACCAGTGGCGGAGTCCTCTGTGCTC
TGAGCGTAGTAATCTTTATCTCGCTTGTATGAACGCAGTGGTCGACGGCCATAAACCGC
ACCTCTCCTTCGGGTGAGGGCACCTTTTTAATGGTTGACCTCGGATCAGG




