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INTRODUCCION

En la ultima década, el area destinada a maices tardios en Santa Fe ha aumentado
progresivamente y se han profundizado los problemas sanitarios a nivel foliar y en
consecuencia de enfermedades de raiz y tallo. Desde la camparia 2014/2015 se viene
detectando en la regiéon centro de Santa Fe, la presencia de mancha gris/lineal (MG)
causada por cercospora zeae-maydis, considerada una enfermedad de fin de ciclo
(EFC), y se encuentra en el mismo grupo que el tizén, afectando a las hojas con
necrosis.

OBJETIVOS

e Procesar material conservado y fresco para generar una coleccién de aislados
de MG del maiz de distintos sitios.

e Identificar segun caracteristicas morfométricas y moleculares los diferentes
aislamientos fungicos seleccionados.

e Realizar pruebas de patogenicidad sobre genotipos de maiz introducidos y/o
comerciales disponibles mas comunmente utilizados en la regién bajo estudio.

Titulo del proyecto: Estudios etiologicos y epidemiolégicos de sintomas asociados a
mancha blanca y mancha gris del maiz en la zona nucleo santafesina.
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METODOLOGIA

Para determinar la identidad de los agentes causales de MG en el cultivo de maiz, se
recolectaron muestras de hojas de maiz de diferentes hibridos en estadio VT segun
escala de Ritchie (Ritchie et al., 1993) y diferentes lotes de las provincias de Santa Fe y
Cordoba. Para obtener los aislados, se colocdé el material vegetal en agua con
hipoclorito 50% durante 30 segundos y luego otros 30 segundos en agua destilada.
Posteriormente, se colocd en una camara humeda por un periodo de 48 hs, con un
fotoperiodo de 12 hs y una temperatura de 20 + 2°C para facilitar el desarrollo de las
estructuras fungicas.

Pasado el tiempo requerido en camara himeda, se recortaron pequefios fragmentos
de tejido vegetal para generar una suspensién en agua destilada estéril; luego se
extrajo una alicuota de la suspension y se sembroé en medio de cultivo de agar papa
con el agregado de estreptomicina. Se realizaron repeticiones para cada material
vegetal, utilizando 2 técnicas de siembra: a) toque de esporas y b) suspension de
esporas.

A continuacion, con el material recolectado y aislado en medio de cultivo, se lograron
cultivos monospéricos de cuatro cepas aisladas a partir de cuatro hibridos diferentes.
A los cuales se las nhombro como “Czm1”, “Czm2”, “Czm3” y “Czm4”. Luego, se
caracterizaron morfolégicamente mediante la observacibn macroscépica de las
colonias, evaluando color y caracteristicas del micelio, tincion del medio de cultivo y
velocidad de crecimiento. Microscopicamente se observé la forma, el color de los
conidios y presencia de estados sexuales o teleomorfos.

Para la identificacion molecular de los patégenos de MG, en primera instancia se
realizd la extraccién de ADN del material vegetal y luego se utilizé la metodologia
propuesta por Gongalves et al. (2013). Se amplificd, mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), la region ITS (del inglés “internal transcribed spacer”)
del ADN nuclear ribosomal (rDNA), utilizando los cebadores universales ITS1 (5'-TCC
GTA GGT GAA CCT GCG-3")/ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3') (White et
al., 1990). El producto de amplificacion obtenido se envié a secuenciar a Macrogen
(Seul, Corea) y los resultados seran comparados utilizando BLAST con los
depositados en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para confirmar la patogenicidad de los aislamientos obtenidos, se sembraron diez
hibridos de maiz diferentes en macetas que contenian un 75% tierra y un 25% sustrato
organico previamente esterilizado. Por cada hibrido, se realizaron cinco repeticiones
(debido a la cantidad de cepas obtenidas) y se colocaron en camaras de crecimiento
bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y fotoperiodo. Posteriormente,
se realizaron técnicas de inoculacion artificial sobre las plantas de maiz, de manera
qgue cada hibrido fue inoculado por cada una de las cuatro cepas, dejando una planta
como control.

La inoculacién propiamente dicha, se realizd mediante la aspersién de una
suspension de esporos 10%ml sobre las hojas de maiz totalmente desplegadas
(Lanza et al.; 2013). Luego de la inoculacién las plantas fueron sometidas a camaras
humedas por un periodo de 24 hs, periodo necesario para la germinacién de esporos
y penetracion en el hospedante. Las plantas control fueron asperjadas con agua
estéril. Posterior a la inoculacion, las hojas de maiz infectadas artificialmente se
recubrieron con una bolsa de nylon previamente humedecida con agua estéril para
mantener la humedad relativa del ambiente cercana a la saturacién, y asi favorecer el
desarrollo de sintomas.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Se logro generar una coleccion de trece diferentes aislados de mancha gris con
material herborizado, y también se lograron cuatro aislamientos monospéricos (Czm1,
Czm2, Czm3 y Czm4) en medio de cultivo (en la figura 1 se muestra el aislamiento
Czm3 en medio de cultivo). Se pudo comprobar que el medio con agar papa y
agregado de estreptomicina logré un buen crecimiento. Ademas, se evidencio que el
método de siembra por suspension de espora fue el adecuado ya que hubo gran
crecimiento micelar mientras que en el método de espora no hubo crecimiento.

A estos aislamientos monospéricos se les realizo la extraccién de ADN, el cual fue
posteriormente amplificado mediante PCR especifica y luego para corroborar el
resultado de la PCR se realizé una electroforesis (figura 2). El resultado de la PCR fue
positivo, en la figura 3 se pueden ver los resultados de la electroforesis, las calles 1; 2
y 3 corresponden a tres extracciones de ADN diferentes (Czm1, Czm2 y Czm3
respectivamente) y las calles 4; 5 y 6 al control positivo, control negativo y marcador.
También se ha avanzado en la siembra y preparaciéon de los hibridos que seran
inoculados para las pruebas de patogenicidad. En la figura 4 se pueden ver los
plantines el dia 7 después de la siembra. 3
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Figura 1: Aislamiento Czm3 en medio de cultivo.

Figura 2. Electroforesis del
material amplificado por PCR.
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Figura 3: Resultado de electroforesis.

Figura 4. Hibridos de maiz con 7 dias
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