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Resumen

Introduccién: El maiz y teosinte comparten similitudes morfoldgicas y moleculares siendo estas Ultimas las que sustentan la teoria
del teosinte (Zea parviglumis) como su antecesor, ambas especies son atacadas por fitopatdbgenos especificos, como Ustilago maydis.
Objetivo: Analizar el proceso infeccioso que presenta U. maydis sobre el teosinte variedad Zea diploperennis.

Materiales y Métodos: Se utilizé la cepa de U. maydis FB-D12, la cual se mantuvo en medio de cultivo rico en nutrientes (CPES) pH
7.0. Se emplearon células viables y sin alteraciones morfolégicas para la inoculacién por el método de puncion en las plantulas de
teosinte. El seguimiento de la infeccién se realiz6 cada 24 horas midiendo concentraciéon de clorofila y observacién microscépica del
tejido vegetal.

Resultados: En las plantulas de Zea diploperennis inoculadas con U. maydis se presentaron los sintomas de la infeccion,
marchitamiento y clorosis en las hojas; esto se confirmd con la baja concentracion de clorofila 12 dias posteriores a la inoculacion. En
la observacion microscoépica de cortes del tejido vegetal se encontrd micelio largo y ramificado a partir del tercer dia de la inoculacion,
hasta la aparicion de tumores en plantulas de 45 dias.

Conclusiones: Los signos caracteristicos de la infeccion con Ustilago maydis en la variedad de teosinte Zea diploperennis no difieren
de los reportados para el maiz. U. maydis presenta su ciclo de vida completo dentro de la planta confirmando que la variedad
diploperennis es susceptible.
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Abstract

Introduction: The corn and teosinte share morphological and molecular similarities latter being those that support the theory of
teosinte (Zea parviglumis) as its predecessor, both species are attacked by specific pathogens like Ustilago maydis.

Objective: To analyze the infectious process that presents U. maydis on the variety of the teosinte Zea diploperennis.

Materials and Methods: We used the strain of U. maydis FB-D12, which was kept a culture media rich in nutrients (CPES) pH 7.0.
Viable cells without morphological alterations to the inoculation method of puncture in teosinte seedlings were used. Monitoring of
infection was carried out every 24 hours by measuring concentration of chlorophyll and plant tissue through microscopic observation
Results: In the seedlings of Zea diploperennis inoculated with U. maydis the symptoms of the infection were presented, wilt and
chlorosis in the leaves; The chlorosis was confirmed with the low concentration of chlorophyll 12 days later to the inoculation. In the
microscopic observation of cuts of the tissue plant was found mycelium long and branched from the third day of the inoculation, until
the appearance of tumors in seedlings of 45 days.

Conclusions: The typical signs of infection with Ustilago maydis in the variety of teosinte Zea diploperennis do not differ from those
reported for corn. Ustilago maydis presents its full life cycle within the plant, confirming that the diploperennis variety is susceptible.
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Introduccion:

Después de muchos afios de estudios la hipétesis del teosinte como el antepasado silvestre del maiz ha sido
ampliamente apoyada, aceptando su influencia en la alta variabilidad genética y desarrollo de las principales razas de
maiz en Mesoamérica (Doebley 1990, Matsuoka et al, 2002). Con los datos genéticos disponibles se ha confirmado que
la especie de teosinte Z. mays ssp. parviglumis es el antepasado directo del maiz mas cercano (Kato, 1998; Aragdn,
2006), mientras que Zea diploperennis resulta ser de las especies mas prometedoras para usarse en el mejoramiento
genético de maiz en areas subtropicales, de acuerdo a los datos reportados por Garcia et al, 2002, quien estimo el
efecto de seis fuentes de teosinte en varias generaciones de recombinacion de variedades sintéticas de maiz. Sin
embargo, algunas especies de teosinte son muy distintas genética y taxonémicamente a las del maiz, y no parecen
haber desempefiado ningun papel en el origen del mismo.

Los teosintes son plantas rusticas y silvestres que aln se encuentran en varias localidades de México, en
muchas ocasiones se les considera como malas hierbas o maleza, y en otras son una fuente alterna de alimento para el
ganado cuando escasea el forraje. Los teosintes (Zea spp) son gramineas que engloban distintas especies: Zea
diploperennis, Zea perennis, Zea luxurians, Zea nicaraguensis; y varias subespecies de Zea mays: ssp.
huehuetenangensis, ssp. mexicana y ssp. parviglumis (Matsuoka et al, 2002).

Por otra parte, Ustilago maydis es el causante de la enfermedad del maiz conocida como “carbén del maiz”, su
consumo como alimento humano proviene desde la época prehispanica, los aztecas lo llamaban “cuitlacochitli”
(suciedad, basura o excremento) y cochtli (dormido) (L6épez, 1988). Es un hongo que presenta tres formas durante su
ciclo de vida, a) una forma unicelular (esporidia) que es haploide uninucleada y presenta crecimiento saprofitico; b) una
forma filamentosa dicaridtica, la cual es parasitica y patogénica; y c) una forma diploide (teliospora), la cual solamente es
formada en los tumores de la planta hospedera (Christensen, 1963; Banuett, 1995).

U. maydis puede atacar a su huésped en cualquier estadio de crecimiento, produciendo sintomas que incluyen el
desarrollo de tumores en mazorcas, espigas, hojas y tallos, los cuales dan como resultado alteraciones en la morfologia
de la planta y reduccion del crecimiento y la produccién de grano (Estrada et al, 2010). Debido a la importancia
econémica que el hongo ha adquirido y al desarrollo de técnicas para la induccién artificial de este, es importante
estudiar la relacion entre el patdégeno y las variedades de hospedante. Se ha evaluado la severidad, incidencia y
rendimiento del hongo por planta en diferentes variedades de maices hibridos (Martinez, 2005; Valdez et al, 2009;
Aguayo, 2016; Luna, 2015), encontrdndose diferencias en la susceptibilidad a la infeccion, por ejemplo, el maiz dulce
tiene un alto grado de sensibilidad (Valverde, 1993; Venegas, 1995). La resistencia a este hongo en diferentes
variedades de maiz esta asociada a caracteres morfologicos, fisiol6gicos y funcionales (Guevara-Lara et al, 2000). El
maiz y teosinte comparten grandes similitudes morfoldgicas y moleculares siendo estas Ultimas las que sustentan la
teoria del teosinte como antecesor del maiz; entre otras semejanzas se puede citar que ambas especies son atacadas
por fitopatdégenos especificos, como Ustilago maydis.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el proceso de infeccidn en teosinte Zea diploperennis por Ustilago maydis,
induciendo la infeccion y controlando pardmetros de crecimiento. Segun expertos, el teosinte contiene valioso material
gue puede mejorar y revigorizar genéticamente los actuales cultivos de maiz, ya que tolera la humedad, los fuertes
vientos y las malezas; habita en las tierras altas con presencia de heladas esporadicas, y puede ser hibridizado
libremente en estado silvestre.

Materiales y Métodos:

Obtencion de plantulas de teosinte

Se utilizaron semillas de la variedad Zea diploperennis recolectadas en el rancho “Texas” ubicado en el distrito
de Ixtlan de Juérez, Oaxaca, México; las cuales fueron sembradas en charolas de plastico de 15 x 60 cm, en donde se
humedecieron cada 24 h manteniéndose a temperatura ambiente (27 £ 3 °C) durante 30 dias.

Induccion de infeccidn

Para inducir la infeccion en coleoptilos de teosinte se emplearon levaduras de Ustilago maydis de la cepa
diploide denominada FB-D12, donada por el Dr. Carlos Leal Morales (Universidad de Guanajuato, Gto., México). Se
utilizaron células viables y sin alteraciones morfoldgicas obtenidas de resiembras en medio de cultivo Caldo Papa Elote
Sacarosa (CPES) pH 7.0, con incubacién a 26 °C y 65 rpm (LAB LINE). Se empled una suspension de 2 x 10° cél/ml,
mediante conteo en camara de Neubauer. La inoculacién se realizé por puncién en la base de cada plantula con ayuda
de una jeringa para insulina con aguja niUmero 27Gx1/2".

Anadlisis de la infeccion en plantulas de teosinte (Zea diploperennis)

A partir de las 24 horas posteriores a la inoculacion se inicid el andlisis de las plantulas de teosinte, éste incluyd
la observacion microscopica para localizar levaduras en el tejido y zonas cercanas al punto de inoculacion, cuantificacion
de clorofila, y la observacion de tumores presentes en las mazorquillas, caracteristicos de la infeccién. Las muestras de
tejido de las plantulas se obtuvieron por cortes con bisturi, tanto de hojas como de zonas cercanas al sitio de puncion.
Estos fueron extendidos sobre portaobjetos agregando rosa de bengala al 0.05%, se dej6 actuar el colorante durante 4
minutos y se realiz6 la observacién en microscopia de contraste de fases (Carl Zeiss Jen EmbH D-07740).

Para el andlisis de clorofila, se prepard un extracto con 1 g de la plantula de teosinte macerada con 10 ml de
acetona. La mezcla se filtré al vacio y se realizaron 2 extracciones més con 5 ml de acetona. El volumen total de extracto
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obtenido se afordé a 25 ml con acetona, y se midié absorbancia en un espectrofotdmetro (SPECTRONIC 20D, Milton Roy
Company) a una longitud de onda de 645 y 663 nm. Para la determinacion cuantitativa de la clorofila contenida en el
extracto, expresada como mg de clorofila por gramo de tejido extraido, se ocupé la siguiente ecuacion:

Clorofila total= 20.2(absorbancia 645nm)+8.02(absorbancia 663nm)(25mI/100*0.25q)

Resultados:

La germinacion de las semillas se hizo visible entre los dias cuatro y cinco después de la siembra, observandose
el coleoptilo y sus primeras hojas auln enrolladas. La cepa de Ustilago maydis se mantuvo en condiciones 6ptimas para
ser inoculada, segun se muestra en la figura 1, con su morfologia tipica, tamafio y proliferacion suficiente para alcanzar
el nmero de células requeridas para la infeccion.

v S (
Figura 1. Levaduras de Ustilago maydis (cepa FBD12), observadas en un objetivo de 40X (Carl
Zeiss Jen EmbH D-07740).

Cuando la infeccion se present6 en las plantulas inoculadas se observd marchitamiento y clorosis en las hojas a
partir del dia 3 después de la inoculacion. Se midié la clorofila en éstas plantas como indicativo de infeccién, asi como en
plantas sanas usadas como control, observando que no hubo diferencias entre la planta sana y la infectada durante los
primeros 10 dias; en la planta infectada disminuy6 la concentracion de clorofila después del dia 12, la cual se mantuvo
baja hasta después de los 20 dias (figura 2).
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Figura 2. Concentracion de clorofila en plantas sanas vs inoculadas con Ustilago maydis (cepa FB-
D12).
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La evidencia mas convincente de la infeccién en las plantulas fue obtenida a través de microscopia, observando
tejidos cercanos al punto de inoculacion y hojas. A las 24 horas posteriores a la inoculacién, se observé un gran nimero
de levaduras en la zona cercana a la puncidn (figura 3), y en hojas (figura 3a); a partir del tercer dia se encontré micelio
largo y ramificado en las muestras (figura 3b, 3c).

Figura 3. Observacion microscépica de tejido de teosinte infectado. a) Levaduras de Ustilago maydis
en el objetivo de 45X; b) Formacion de micelio observado en el objetivo de 10X; c) 45X; d) Una
espora del fitopatogeno en el objetivo 45X .

Confirmada la infeccion en las plantulas de teosinte, éstas fueron pasadas a tierra donde continuaron su
crecimiento durante 30 dias mas, y finalmente pudieron observarse esporas (figura 3d). Las tumoraciones caracteristicas
de U. maydis se presentaron en algunas mazorquillas del teosinte, similares a las que aparecen cuando este patégeno
infecta al maiz de manera silvestre (figura 4).

i i . el
Figura 4. Tumoraciones producidas en teosinte (Zea diploperennis) a través de la infeccion con U.
maydis (cepa FB-D12).

Discusion:

El fitopatdgeno U. maydis es un basidiomiceto conocido por causar la enfermedad llamada carb6n comun en
maiz, esta infeccion propicia la formacién de grandes tumores o agallas que al desarrollarse en la mazorca se conocen
como “huitlacoche o cuitlacoche”, usadas en México para la preparacion de diferentes platillos gastronémicos regionales
(Méndez Moran y Luis Herrera, 2008). La interaccion U. maydis-maiz ha llegado a ser uno de los modelos més
importantes e interesantes usado para el estudio de aspectos fundamentales en biologia, ya que este hongo es muy facil
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de cultivar e investigar en el laboratorio o invernadero, asi como por presentar propiedades genéticas que lo hacen un
importante candidato para explicar el mecanismo molecular de los hongos fitopatdgenos y el sistema de defensa de
diversos hospederos (Basse and Steinberg 2004; Bolker 2001).

El establecer un método de infeccion con este fitopatdgeno en teosinte sienta las bases para posteriores
estudios que permitan entender la relacion que guarda el maiz con sus parientes biolégicos mas cercanos. Ustilago
maydis presenta un ciclo de vida complejo, sin embargo, la infeccion inducida en Zea diploperennis por la metodologia
propuesta en este trabajo permitié observar por microscopia las fases del hongo dentro de la planta. Las levaduras de la
cepa diploide FB-D12 que fueron inoculadas dieron lugar a la formacién de filamentos delgados, micelio dicaridtico en
una amplia zona de la planta, protuberancias que se transformaron en teliosporas esféricas o elipsoidales, y finalmente
la formacién de agallas. Los tumores se presentaron principalmente en los granos, con agallas del tamafio de la
mazorquilla completa, cubiertas por una membrana blanca encerrando a las células hipertrofiadas del hospedero asi
como al micelio del hongo. Durante la maduracion la membrana se torné de color grisaceo, y posteriormente las
teliosporas fueron liberadas al ambiente al romperse la membrana de la agalla. Todo el proceso de infeccién observado
en Zea diploperennis fue similar al reportado (Agrios, 2006; Christensen, 1963; De la Garza, 1974) para maiz, lo que
confirma la susceptibilidad de la variedad de teosinte evaluada.

Conclusion:

Los signos caracteristicos de la infeccién con Ustilago maydis en la variedad de teosinte Zea diploperennis no
difieren de los reportados para el maiz. U. maydis presenta su ciclo de vida completo dentro de la planta confirmando
que la variedad diploperennis es susceptible. Aunque Zea diploperennis no es una variedad tan cercana
filogenéticamente como lo es Zea parviglumis, el reconocimiento con el fitopatdgeno se presenta igual que en el maiz.

Se propone inducir la infeccion del fitopatdgeno en otras variedades de teosinte para evaluar posibles diferencias
en la susceptibilidad, tal como se ha encontrado en variedades hibridas de maiz.
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