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Estudio de la dinamica temporal de la mancha de asfalto en maiz y su
identificacion en cinco departamentos de Honduras

Jorge Alfredo Valle Torres

Resumen. La enfermedad conocida como mancha de asfalto, es una de las enfermedades
mas devastadoras para el cultivo de maiz en Latinoamérica. Phyllachora maydis,
Monographella maydis y presumiblemente, Coniothyrium phyllachorae son el complejo de
hongos causantes de esta enfermedad. En Honduras, la enfermedad ha afectado un gran
numero de variedades, sin embargo, la variedad Tuxpefio ha presentado infecciones
variables en ciclos diferentes. El objetivo de este estudio fue evaluar la dindmica temporal
de la enfermedad en la variedad de maiz Tuxpefio e identificar por medio de microscopia
los hongos involucrados en el complejo mancha de asfalto en cuatro departamentos de
Honduras. Se evalu6 semanalmente la severidad de la enfermedad en los lotes uno y dos de
Zamorano y se recolectaron muestras de cuatro departamentos de Honduras: Olancho,
Comayagua, Atlantida y Cortés para realizar una identificacion microscépica de los hongos
causantes de la enfermedad. El adecuado manejo del cultivo y las condiciones climaticas
desfavorables resultaron en un control preventivo exitoso para la enfermedad en Zamorano.
Se confirmd la presencia mediante analisis microscopico de P. maydis en Olancho, Cortés
y Atlantida; y solamente Microdochium maydis en los departamentos de Cortés y Atlantida.
Por ultimo, se encontraron estructuras que pertenecen a C. phyllachorae en Atlantida. La
mayoria de muestras de mancha de asfalto presentaron una asociacion con Curvularia spp.

Palabras clave. Microdochium maydis, Phyllachora maydis.

Abstract. Tar spot complex is considered one of the mayor foliar disease of maize.
Phyllachora maydis, Monographella maydis and presumably Coniothyrium phyllachorae,
a hyperparasytic fungus result in the development of the disease. Two objectives were
stablished: Evaluate the temporal dynamic of the disease in the maize cultivar “Tuxpeno”
and identify microscopically the fungus involved in the TSC in four departments of
Honduras. Visual ratings were made weekly to measure the severity of the disease in the
production lots one and two of Zona 1, Zamorano. Leaf samples with clear and potential
symptoms of the disease were collected from Olancho, Comayagua, Atlantida and Cortes
to identify microscopically the fungus that provoked the disease. The appropriate
management to the plantation and the unfavorable weather conditions resulted in an
efficient control of the disease in Zamorano. The maize cultivar “Tuxpefio” is tolerant to
Tar spot under four preventive fungicide applications and the weather conditions of the
2019. The presence of P. maydis was confirmed by microscopic analysis in Olancho,
Atlantida and Cortes and Microdochium maydis only in Cortes and Atlantida. Ultimately,
structures that belong to C. phyllachorae were found in samples from Atlantida. Most of
the TS samples presented a symbiosis with Curvularia spp.

Keywords. Microdochium maydis, Phyllachora maydis.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, la demanda de alimentos para consumo humano y animal ha ido en
constante aumento debido al crecimiento poblacional. En el 2009, la FAO estimé que la
demanda de cereales, para el 2050, incrementar en, aproximadamente, 900 millones de
toneladas, siendo la cifra actual 2.1 mil millones de toneladas. Ademas, para muchos paises
en vias de desarrollo, son considerados una fuente importante de ingresos. En Honduras, la
produccion de maiz ocupa uno de los primeros lugares en superficie sembrada, alcanzando
las 329,693 hectareas (Rodriguez 2017).

En el afio 2017 se observé en Honduras un incremento en el rendimiento de la produccién
de maiz asociado a altos niveles de precipitacion y heliofania (Lara 2017). Sin embargo, las
precipitaciones asociadas con altos niveles de humedad relativa propician el desarrollo de
enfermedades fungicas que afectan el cultivo de maiz.

Anualmente, la inversion para el manejo de enfermedades en maiz es bastante alta y aun asi
el porcentaje de pérdidas en rendimiento es del 20% siendo esta inversion fundamental para
prevenir el potencial impacto provocado por las mismas (Schumann y D’Arcy 2010). En
consecuencia, el estudio de enfermedades en granos basicos ha adquirido gran importancia,
ya que se han reportado enfermedades que pueden provocar pérdidas del 55.1%, como es
el caso de la mancha de asfalto en maiz (Pereyda-Hernandez et al. 2009).

El complejo mancha de asfalto es una enfermedad que se documentd por primera vez en
1904 en México y luego se disemind hacia la mayoria de paises latinoamericanos como
Bolivia, Colombia, Costa Rica, Ecuador, EI Salvador, Guatemala, Haiti, Republica
Dominicana, Panama, Peru, Puerto Rico y Venezuela (Mottaleb et al. 2018). Es considerada
como un complejo porque es causada por la sinergia de los patogenos: Phyllachora maydis,
Monographella maydis y presumiblemente Coniothyrium phyllachorae (Maublanc 1904;
Muller y Samuels 1984), siendo este ultimo muy poco conocido, pero se presume que es un
hongo micoparasitico (Hock et al. 1992). Por lo general, el desarrollo de la enfermedad esta
asociada tipicamente a climas tropicales, con temperaturas que oscilan entre 17-23 °C, con
humedades relativas de mas de 75% y periodos de humedad en la hoja de mas de 7 horas
por noche (Hock et al. 1995). Sin embargo, se esta convirtiendo en una nueva amenaza para
regiones productoras de maiz con temperaturas méas frias y que no se encuentran en el
tropico, como Estados Unidos.

Los primeros reportes de la mancha de asfalto en Estados Unidos fueron en el 2015, en los
estados de Indiana e Illinois y se ha identificado solamente P. maydis (Ruhl et al. 2016;
Wise et al. 2016). Se desconoce la capacidad de este patdgeno para sobrevivir las bajas
temperaturas del invierno en Estados Unidos, pero las continuas apariciones de la
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enfermedad tras cada invierno sugieren que el patégeno consigue sobrevivir estas
temperaturas extremas, siendo asi altamente perjudicial para los agricultores en Estados
Unidos (Mottaleb et al. 2018).

P. maydis es considerado un paréasito obligado, por lo que no sobrevive sin un hospedero.
Esto resulta en una limitante al momento de estudiar la enfermedad ya que no se puede
realizar aislamientos del hongo en laboratorio ni realizar los postulados de Koch (Ceballos
y Deutsch 1991). Por esto, actualmente hay muy poca informacion publicada sobre la
ecologia y epidemiologia sobre la enfermedad.

Hock et al. (1995) estudié la epidemiologia del complejo mancha de asfalto en maiz bajo
condiciones de campo. Encontré que los primeros sintomas que aparecian como
enfermedad eran causados por P. maydis, pequefias (1-2 mm de didmetro) lesiones oscuras
y redondas, seguidas por la accion de M. maydis, halos elipticos necréticos de color café
que rodean a las lesiones de P. maydis causando el tipico “ojo de pescado” que es comun
en Latinoamérica. A pesar de que P. maydis por si solo puede inducir el desarrollo de la
enfermedad, es solamente con la interaccion con M. maydis que pueden ocurrir los efectos
mas devastadores, como pérdidas en rendimiento de hasta 51% (Hock et al. 1989; Pereyda-
Hernandez et al. 2009). Sin embargo, M. maydis no incurre en ningun dafio al hospedero
por si solo, es solamente con la presencia de P. maydis que este hongo se convierte en
patogénico. Las condiciones ideales para el desarrollo de la enfermedad fueron 17-22 °C
con una media de humedad relativa de aproximadamente 75% y mas de 7 horas de humedad
en la hoja durante la noche. El periodo de incubacion de la enfermedad fue de 12 a 15 dias.
Sin embargo, esta informacion es muy limitada al momento de querer desarrollar métodos
adecuados de manejo de la enfermedad (Hock et al. 1995)

La escasez de informacidén dificulta el trabajo para los investigadores no solamente en
Latinoamérica, sino que también en Estados Unidos. Ademas, hay una gran falta de
conocimiento no solamente por parte de los pequefios agricultores, sino que incluso las
grandes fincas productoras desconocen la ecologia, biologia y epidemiologia de la
enfermedad. Es por esto que mucha gente tiende a confundir la mancha de asfalto con otras
enfermedades que en muchos casos no son similares, llegando a proveer asesoramientos
inadecuados, asi como la aplicacidn errénea de fungicidas. Por eso, el enfoque de esta
investigacion fue el estudio de la epidemiologia y ecologia de esta enfermedad bajo
condiciones de campo, caracterizandola para explicar como se expresa en la planta y usando
técnicas de diagnostico molecular para determinar los hongos relacionados con la
enfermedad aqui en Honduras. Se definieron dos objetivos para esta investigacion:

e Evaluar la dinamica temporal de la enfermedad en la variedad de maiz Tuxpefio en lotes
de produccion de semilla en Zamorano.

e Identificar por medio de microscopia la presencia de los hongos involucrados en el
complejo mancha de asfalto en cuatro departamentos de Honduras.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio.

El estudio se llevo a cabo desde el mes de mayo hasta agosto de 2019 y consistio en dos
etapas. La primera se realizo bajo condiciones de campo, en los lotes de produccién uno y
dos encontrados en Zona I, Zamorano, Honduras (Figura 1). Una parcela con superficie de
9.1 hectareas, a una altura de 800 msnm donde se presentd una temperatura promedio de
24.9 °C y una precipitacion de 219.9 mm durante la temporada de produccién. La segunda
etapa se realizo en el laboratorio de Fitopatologia, Diagnostico e Investigacién Molecular
de la Escuela Agricola Panamericana Zamorano, ubicada en el kilometro 30 de la carretera
Tegucigalpa-Danli, Honduras.

Figura 1. Distribucion geogréafica de las plantas seleccionadas para el estudio en los lotes
uno y dos de Zona 1, Zamorano.

Manejo del cultivo.

Los lotes fueron seleccionados por ser los puntos focales en los que ha existido mayor
incidencia y severidad de la enfermedad dentro de Zamorano, segin datos historicos. La
siembra se realizo el 7 de mayo de 2019 y se utiliz6 maiz de la variedad “Tuxpefo”, cultivar
que es menos susceptible a la mancha de asfalto. Se realizaron cuatro aplicaciones de
fungicidas preventivos a partir de los 45 dias después de siembra (DDS) hasta los 90 dias
DDS en un intervalo de aplicaciones cada 12 dias. Se realizaron dos aplicaciones de
Mancozeb (2 kg/ha) y Benomil (0.5 kg/ha).



Medicion de severidad.

Debido a que la enfermedad solamente se presenta al momento de la floracién desde las
hojas bajeras (Bajet et al. 1994), la medicidn de severidad se realizé semanalmente a partir
de los 40 dias evaluando todas las hojas presentes en 30 plantas distribuidas en los lotes uno
y dos de Zona 1. Se empleo la escala de enfermedad 1-5 propuesta por Loladze et al. (2019).
Esta escala utiliza el valor numérico 1 como altamente resistente o severidad 0%, 2 como
tolerante/moderadamente resistente e incluye los rangos desde 1-25% de severidad, 3 como
moderadamente resistente a moderadamente susceptible y comprende los rangos desde 26-
50%, 4 como cultivar susceptible y abarca de 51-75% de severidad y por altimo 5 como
altamente susceptible incluyendo los rangos de 76-100% de severidad. Con base en los
datos de severidad obtenidos, se explicard la curva de desarrollo de la enfermedad con
respecto al tiempo y edad fenoldgica de la planta, cuantificar el area bajo cada una de las
curvas y explicar qué modelo temporal se ajusta mejor a esta enfermedad.

Recolecta de muestras.

Se inspeccionaron seis departamentos de Honduras para realizar la recolecta de muestras:
Francisco Morazan, El Paraiso, Comayagua, Olancho, Atlantida y Cortés. Esto debido a
que la incidencia de mancha de asfalto en estos departamentos es alta durante el invierno
(mayo-agosto). Sin embargo, no se encontraron muestras representativas en Francisco
Morazan ni en El Paraiso porque nunca se presentaron posibles sintomas de la enfermedad
en estas localidades.

La primera recolecta de muestras se realizé en los lotes de produccion de un cultivar
susceptible a la enfermedad. Se inspecciond la localidad a profundidad, analizando el dosel
completo de la planta y cada una de las hojas. Se encontraron varias plantas infectadas con
Helminthosporium spp pero no hubo rastro de mancha de asfalto con un claro desarrollo
del estroma. Se colectaron muestras de las hojas que presentaban sintomas representativos
y que muy posiblemente se puedan convertir en mancha de asfalto. Ademas, se analizaron
los residuos de la cosecha anterior para determinar la posible fuente del inoculo en caso de
que los sintomas visibles pertenezcan a mancha de asfalto. El cultivo se encontraba en el
estadio reproductivo R1 al momento de colectar las hojas.

La segunda recolecta se realiz6 con ayuda de la Direccion de Ciencia y Tecnologia
Agropecuaria (DICTA) en la aldea de Guanaja Talgua, municipio de Catacamas, Olancho,
Honduras. Se colectaron muestras de seis lotes, todas fueron de la variedad Guayape B a
excepcion de la muestra cinco que es solamente Guayape. Este lote presentaba severidades
medias de mancha de asfalto durante el estadio R3 con presencia de estromas bien
desarrollado. Las hojas colectadas fueron de la parte media del dosel y la siembra se realizo
el 5 de mayo del 2019.

La tercera recolecta se realizd en a una finca productora de maiz en La Ceiba, Atlantida,
Honduras. Se recolectaron hojas del dosel inferior de la planta que presentaban altos indices
de severidad de la enfermedad y de varias plantas al azar. La plantacién se encontraba en el
estadio R5 y era un cultivar criollo.



Por ultimo, se colectaron muestras de una finca productora de maiz localizada en la via
hacia Pefia blanca, cerca de Yojoa en el Departamento de Cortés. El cultivar de siembra fue
una variedad transgénica que se encontraban en el estadio reproductivo R3 al momento de
la colecta. En este punto del cultivo se encontraron altos indices de incidencia y severidad,
especialmente en el dosel inferior de la planta.

Muestreo para pruebas de laboratorio de sintomatologia.

Las hojas se describieron en una ficha técnica detallando la forma de las lesiones presentes
junto con la severidad para determinar si los sintomas encontrados pertenecen a alguno de
los hongos relacionados con el complejo mancha de asfalto. Una vez descrita la hoja, se la
colecté y conservo dentro de una nevera. Para las hojas que no presentan estromas
desarrollados, se cortaron las hojas en tres partes iguales y se colocaron en una camara
hdmeda para estimular el crecimiento de los hongos que se encuentran en la hoja. Ademas,
se realizaron siembras de explantes usando las lesiones en los medios sintéticos V8
acidificado y Agar agua. Muller y Samuels (1984) definieron al patégeno como un parésito
obligado, siendo asi incultivable en medios sintéticos o una camara de humedad, por lo que,
si se encontraba algun tipo de crecimiento de hongo, este definitivamente no era el agente
causal del complejo mancha de asfalto.

Para muestras con presencia de estromas, se cortd la lesion Unicamente y se procedio a
macerarla para liberar las ascas junto con las ascosporas de P. maydis. Luego de esto, para
diferenciar las ascosporas de otras estructuras se utilizd una gota de azul de lactofenol.

Adicionalmente, para la identificacion de M. maydis y C. phyllachorae se realizaron cortes
de los margenes de la lesion (halo necrético en ciertas lesiones) y se las desinfectd en una
solucion de cloro al 3% por tres minutos. Seguido de esto, se realizé un lavado con agua
estéril por tres minutos y secaron los cortes con papel filtro. Después, con base en los
resultados obtenidos por Pereyda-Hernandez et al. (2009), se realizd la siembra de
explantes en cajas Petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA). Todas las
muestras en medios de cultivo se incubaron a 25 °C y se monitoreaba el crecimiento de los
hongos cada tres dias.

Identificacion genética del hongo.

Extraccion de ADN. La unica estructura que posee ADN en la lesion son las ascosporas,
localizadas dentro de las ascas en el peritecio del estroma. Conociendo esto, se realizaron
25 cortes Unicamente del estroma junto con un poco de tejido de la hoja y se procedio a
macerarlo con nitrogeno liquido para liberar las ascas del peritecio. Una vez realizado esto,
se procedid a realizar el protocolo para extraccion de ADN de hongos por el método
phenol:cloroformo:isoamyl alcohol (25:24:1). Para determinar la calidad del material
genetico extraido se usard el espectrofotdmetro Nanodrop “ND-1000". La cantidad de
ng/uL requeridos para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) son de 100
ng/uL. como minimo.

Amplificacion por PCR. Los primers universales utilizados fueron los ITS4R e ITS5F ya
que estos han servido para secuenciar las muestras de la enfermedad en Estados Unidos por
Ruhl et al. (2016), McCoy et al. (2018) y Dalla Lana et al. (2019).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Presencia de mancha de asfalto en la EAP Zamorano.

A pesar de que los lotes de Zona | siempre mantienen altos indices de severidad e incidencia
de mancha de asfalto segun datos historicos, este afio no hubo presencia del patdgeno en
ninguna localidad Zamorano, Cantarranas y Santa Inés.

La ausencia del patégeno podria ser explicada por la ecologia del mismo, ya que las
condiciones climéticas durante el ciclo de desarrollo del cultivo no fueron favorables para
promover la incidencia de la enfermedad. Los principales factores climéticos que influyen
en el desarrollo de la enfermedad son: temperatura, humedad relativa y periodos de
humedad en la hoja. Hock et al. (1995) y Bajet et al. (1994) describieron los requisitos
climatoldgicos para el crecimiento del hongo, explicando que la enfermedad es mas
prevalente y presenta mayores indices de severidad en zonas tropicales con temperaturas
frias promedio entre 17-23 °C, junto con altas humedades relativas (> 75%) y periodos
extendidos de humedad en la hoja, que favorecen la esporulacién del hongo (> 7 horas por
noche). Sin embargo, las temperaturas de este afo, especialmente en los meses de junio y
julio, difieren a la de afios anteriores donde si se presentaron altos porcentajes de incidencia
y severidad de la enfermedad como fue el afio 2017 (Figura 2).

Los promedios de temperatura en el afio 2017 estuvieron dentro del rango requerido para el
desarrollo del patégeno (< 24 °C), a diferencia del afio 2019, donde se presentaron
promedios de temperatura mas altos de lo normal (Figura 2). La temperatura para el afio
2019 fue muy variable a diferencia del afio 2017 donde fue estable y permanecié mucho
mas tiempo en el rango 6ptimo para el desarrollo de la enfermedad.
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Figura 2. Promedio de temperatura de los meses de produccion de maiz de los afios 2017-
2019 en Zamorano.

La humedad relativa es uno de los factores mas determinantes para el desarrollo de una
enfermedad. Un claro ejemplo ocurre con Cercospora kikuchii en soya (Schuh 1992), donde
la enfermedad varia en sus niveles de severidad de acuerdo a cambios drasticos en la
humedad ambiental. Los promedios de humedad durante la temporada de produccion de
maiz en el 2019 no lograron llegar al minimo requerido para el desarrollo del hongo (Figura
3). Incluso, los picos mas altos de humedad durante los meses de junio y julio no llegaron
a ser suficientes para suplir los requerimientos del mismo, quedandose en humedades
relativas bajas (< 55%). En cambio, el afio 2017 fue mas estable, con picos altos y bajos
normales. Ademas, el promedio de la humedad va aumentando a medida pasa el tiempo,
mientras que en el 2019 fue lo contrario (Figura 3). La respuesta a estos cambios en el clima
se le atribuye al cambio climatico y calentamiento global que se estan experimentando.
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Figura 3. Promedio de humedad relativa de los meses de produccion de maiz de los afios
2017-2019 en Zamorano.

Por ultimo, el factor mas determinante que se comprometié en restringir el desarrollo de la
enfermedad fue la precipitacion. Hock et al. (1995) describid que el hongo Phyllachora
maydis, para que logre esporular y desarrollarse por completo, requiere de periodos de
humedad en la hoja de més de siete horas por las noches, que estan altamente relacionados
con la precipitacion. Las diferencias drasticas en los promedios mensuales de precipitacién
desde mayo a agosto entre los afios 2017 y 2019 explican por qué el hongo no logré
desarrollarse este afio (Figura 4). La variacion fue 105.30 mm, indicando que para el afio
2019 no hubo periodos largos de humedad en la hoja.
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Figura 4. Comparacion del promedio mensual de precipitacion durante los meses de
produccion entre el afio 2017 y 2019 en Zamorano.

Recolecta de muestras en diferentes localidades.

Muestras colectadas en Comayagua. La escasez de periodos largos de humedad en la hoja
durante este periodo limité el desarrollo de varias enfermedades devastadoras. Hock et al.
(1995) describid que los primeros sintomas observables en la l[amina foliar son causados
por P. maydis, pequefias (1-2 mm de diametro) lesiones oscuras y redondas, seguidas por
la accion de M. maydis, halos elipticos necroticos de color café que rodean a las lesiones de
P. maydis causando una forma de “ojo de pescado”.

No se encontrd la presencia de ascas ni ascosporas de P. maydis ni M. maydis en ninguna
de las muestras ni en la siembra de explantes. Se logré identificar: Curvularia spp. y
Aspergillus spp. en los medios de cultivo donde estaban sembrados los explantes con halos
necréticos de la hoja, siendo Aspergillus spp. mas dominante frente a Curvularia spp.
limitando su crecimiento (Figura 5).

C D

Iﬂ

Figura 5. Sintomatologia de muestras de maiz colectadas en Comayagua e identificacion
microscopica. (A) Sintomas encontrados en Comayagua; (B) Crecimiento de hongos en
medio de cultivo VV8ac a los 15 dias; (C) Curvularia spp; (D) Aspergillus spp.
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Alternaria spp cubrio toda la ldmina foliar a partir de los 18 dias dentro de la cAmara de
humedad (Figura 6). Esto determind que no hay presencia de P. maydis en la finca de
Comayagua. Los sintomas encontrados en la superficie de la hoja pertenecen a la
enfermedad mancha foliar por Curvularia.
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Figura 6. Camara de humedad e identificacion de hongos en muestras de maiz de
Comayagua. (A) Crecimiento de micelio en hojas dentro de camara de humedad; (B)
Alternaria spp. extraida del micelio.

Muestras de Olancho. Las muestras colectadas en Olancho dieron positivo para la
presencia de P. maydis. Se encontraron estromas bien desarrollados en el haz de las hojas,
pero solamente uno tiene el sintoma caracteristico de la mancha de asfalto en Latinoamérica
que es conocido como “ojo de pescado” (Figura 7). Se logr6 observar las ascas liberadas
del peritecio con una coloracion azul del patégeno debido a la utilizacion de azul de
lactofenol. El estroma sobresale de la hoja midiendo 1-2 mm. Dentro de él se encuentra el
peritecio que esta conformado por numerosas ascas que contienen en promedio ocho
ascosporas de forma elipsoidal amplia (Figura 7).

Figura 7. Sintomatologia de muestras de maiz colectadas en Olancho y su identificacion
microscépica. A) Sintomas encontrados en Olancho B) Estromas y "ojo de pescado™ visto
en estereoscopio C) Ascas liberadas del peritecio del estroma D) Asca con ocho ascosporas
de P. maydis.
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La severidad de la enfermedad esta altamente relacionada con la etapa fenolégica de la
planta (Castafio-Zapata y Del Rio 1994), sin embargo, las severidades encontradas eran
bajas para que el cultivar esté en R3. Esto se puede explicar debido a la tolerancia del cultivo
contra este patdogeno. Microscopicamente no se logré identificar los otros dos hongos
involucrados en el complejo mancha de asfalto.

Muestras de Atlantida. La incidencia de la enfermedad en esta finca fue de 90% con
severidades desde 5% hasta 40%. En este departamento se encontr0 alta incidencia del
sintoma “ojo de pescado” en la mayoria de los estromas. Las lesiones son en su mayoria
estromas circulares e irregulares, oscuras y brillantes midiendo alrededor de 0.5-2 mm de
didmetro. Muchas lesiones presentan halos necrdticos alrededor del estroma (Figura 8) por
lo general, el causante de este ultimo sintoma es M. maydis. Sin embargo, este hongo esta
presente en su forma anamorfica denominada Microdochium maydis, que fue identificada
microscopicamente. Muy pocos son los estudios que describen la presencia de M. maydis
en el complejo. Ademas, Curvularia spp. también estaba presente en conjunto con M.
maydis en grandes cantidades (Figura 8).

En toda la superficie de la hoja, especialmente sobre los estromas, se encontré un hongo
micoparasitico, que vacio el peritecio del estroma dejandolo sin ascosporas.
Microscopicamente no se logré identificar el hongo, pero se presume es Coniothyrium
phyllachorae, el tercer hongo que esta involucrado en el complejo mancha de asfalto.
Debido a esto, no se logré encontrar esporas de Phyllachora maydis microscopicamente.
Por mucho tiempo, la funcion y sintomatologia que provoca este hongo era desconocida.
Maublanc (1904) describié que el hongo se ubica en el clipeo y vacia el estroma de P.
maydis. Este resultado coincide con los encontrados por Hock et al. (1995) quienes
encontraron que el 50% de los estromas en su estudio estaban infectados con picnidia de C.
phyllachorae y que aquellas lesiones eran mas pequefas que las que no estaban infectadas.
Esto significa que este antagonista puede servir como un control bioldgico para la
enfermedad, ya que evita la futura diseminacion de esporas en el campo.

] A B4 B C D ¥ E
Figura 8. Sintomatologia de muestras colectacas en Atlantida y su identificacion
microscopica. A) Sintomas de mancha de asfalto encontrados en La Ceiba B) Hoja con alta
severidad de "ojos de pescado"” C) Microdochium maydis D) Curvularia spp. E) Estroma
de P. maydis infectado con C. phyllachorae.
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Muestras de Cortés. Se identificaron sintomas “ojo de pescado” en todas las muestras
colectadas, pero no en grandes cantidades. Los estromas presentes en la hoja eran circulares,
oscuros y brillantes, con un didmetro promedio de 1 mm. Al igual que en las muestras de
Atlantida, la fase asexual de Monographella maydis, Microdochium maydis y Curvularia
spp estaban presentes en grandes cantidades. Se encontré una gran cantidad de ascas de P.
maydis presentes en los estromas de la hoja (Figura 9).

Figura 9. Sintomatologia de muestras colectadas en Cortés y su identificacion
microscépica. A) Sintomas encontrados en Yojoa B) "Ojos de pescado™” C) Curvularia
spp. y Microdochium maydis D) Phyllachora maydis.
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4. CONCLUSIONES
La variedad de maiz Tuxpefio es tolerante a la mancha de asfalto bajo las condiciones
climaticas del presente afio y cuatro aplicaciones preventivas de fungicidas.
Se confirmd la presencia de Phyllachora maydis en Olancho, Cortés y Atlantida, pero
Microdochium maydis solamente en Cortés y Atlantida. Por ultimo, también se encontrd

posiblemente la presencia de Coniothyrium phyllachorae solamente en Atlantida.

La mayoria de las muestras de mancha de asfalto presentan una asociacién con
Curvularia spp.

13



5. RECOMENDACIONES
Realizar inoculaciones bajo condiciones de invernadero para comprender el desarrollo
de la enfermedad en variedades comerciales de maiz en Honduras.

Realizar colectas de muestras de todos los departamentos en Honduras para observar
variacion de los patdgenos segun localidad.

Establecer una base de datos de imagenes para desarrollar una escala diagramatica que
conlleve a definir niveles de severidad en la planta.

Realizar secuenciaciones para determinar con mas seguridad la presencia de los hongos
involucrados en las lesiones de mancha de asfalto.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo para extraccion de ADN de hongos modificado Extraccién método
phenol:cloroformo:isoamyl alcohol (25:24:1)

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

. Afadir 500 uL de Buffer de extraccion CTAB, afadiendo 2.5 uL B-

mercaptoethanol/muestra.

Colocar los tubos en el disruptor de tejidos a maxima velocidad por 2 minutos.
Incubar las muestras a 65 °C de 30-60 min. Cada 10 minutos mezcle la muestra.
En la camara de gases afiadir 600 uL de phenol:cloroformo:isoamyl alcohol
(25:24:1) a los tubos eppendorf con la muestra. Invertir drasticamente el tubo para
mezclar.

Centrifugar a 14,000 rpm/10 mina 4 °C.

Tomar cuidadosamente el sobrenadante superior del tubo. Transferir este
sobrenadante (50-100 uL) a un nuevo tubo eppendorf.

Afadir 600 uL de cloroformo:isoamyl alcohol (24:1). Invertir suavemente el tubo
para mezclar.

Centrifugar a 14,000 rpm/10 mina 4 °C.

Tomar cuidadosamente el sobrenadante superior del tubo después de la
centrifugacion (50-80 uL)

Afadir 66 ul de acetato de sodio 3 M seguido de 1350 ul de 100% etanol frio.
Centrifugar el tubo a 14,000 rpm/10 mina 4 °C.

En el fondo del tubo se observa un pellet que contiene el ADN. Decantar el liquido.
Secar el tubo colocandolo boca abajo sobre papel toalla.

Cuando el tubo esté completamente seco, afiadir 100 uL de Buffer TE al pellet para
rehidratarlo.

Finalmente colocar la muestra en bafio Maria durante 30 min a 35 °C.

Analizar la cantidad del material genético usando el Nanodrop.
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Anexo 2. PCR master mix con primer universales.

Reactivos

ddH20

10x PCR Buffer

dNTPs mix (100 mM)

MgCI2 (25 mM)

Primers universals

Taq polimerasa (Apex, Quiagen o0 M166B)

1X (25 ul)
14.0
2.5
0.5 (10 mM)
3.0 (2 mM)
2.5 (1.25/primer)
0.5

Muestra de ADN (50 ng/uL) 2.0
Anexo 3. Condiciones para el termociclador.
Fase Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desna_tu_ra_llzacmn 5 3 minutos 1
inicial
Desnaturalizacion 95 20 segundos
Acoplamiento 67 15 sequndos 36
Extension 72 15 segundos
Extension final 72 5 minutos 1
Mantenimiento 10
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Anexo 4 .Comparacion de temperatura del mes de mayo de los afios 2017 y 2019.
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Anexo 6. Comparacion de temperatura del mes de julio de los afios 2017 y 2019.
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Anexo 7. Comparacion de temperatura del mes de agosto de los afios 2017 y 2019.
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Anexo 8. Comparacion de humedad relativa del mes de mayo de los afios 2017 y 2019
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Anexo 9. Comparacion de humedad relativa del mes de junio de los afios 2017 y 2019
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Anexo 10. Comparacion de humedad relativa del mes de julio de los afios 2017 y 2019.
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Anexo 11. Comparacion de humedad relativa del mes de agosto de los afios 2017 y 2019.
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Anexo 12. Protocolo para elaborar 1 litro de Agar agua.

1.Pesar 8 g de bacto-agar
2.Anadir ~992 mL de agua destilada
3.Autoclavar

Anexo 13. Protocolo para elaborar 1 litro de Agar dextrosa de papa acidificado (PDAac).

1. Pesar 39 g de agar PDA

2. Anadir ~960 ml de agua destilada

3. Hervir para disolver

4. Autoclavar

5. Afadir 10 mL de &cido tartarico después del autoclavado

Anexo 14. Protocolo para elaborar un litro de Agar de verdura V8 acidificado (V8ac).

Afadir 150 mL de jugo V8

Pesar 3 g de carbonato de calcio
Afadir 790 mL de agua destilada
Mezclar

Pesar 15 g de bacto-agar
Autoclavar

ook wdE
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