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CHARACTERIZATION OF TEMPERATE CORN HYBRIDS FOR TOLERANCE TO
THE MAIN ROOT AND STALK DISEASES IN ARGENTINA

Maize (Zea mays L.) stalk rot, caused by a complex of different soilborne fungal pathogens,
reduces maize quality and yield in Argentina. This study was aimed to characterize
precommercial and commercial corn temperate hybrids for tolerance to the main root and stalk
diseases. For this (i) an artificial inoculation technique by continuous injection under field
condition for Cholletotrichum graminicola ASR, Fusarium graminearum GSR and F. verticillioides
FSR was developed (ii) the phenotypic score of hybrids to each disease and its relationship with
an objective hybrid was analyzed; and (iii) the relationship between the relative behavior of each
hybrid for the 3 diseases was studied. The experiment was conducted in Fontezuela BsAs,
during summer 2021/2022. The experiment design was a randomized complete block with three
replications and four treatments, representing each soilborne pathogen and the check treatment
(without inoculum). Overall, this study provided a systematic, rapid, stable, and simple
identification method for corn hybrids tolerant to ASR, GSR or FSR in the field. At the same time,
this method was also suitable to understand the differential behavior of experimental
germplasm that can be used as a selection parameter in breeding programs, and to position
pre-commercial and commercial hybrids in the market.
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Introduccidén

El maiz (Zea mays L.) es una de las especies vegetales ampliamente estudiadas desde el punto de
vista genético. La conservacidn de érganos vegetales, como tallos y hojas, es esencial para lograr una
alta productividad del cultivo. El alto rendimiento de grano en la produccién de maiz esta asociado
con las condiciones ambientales bajo las cuales se cultiva la planta. Estas condiciones son
importantes para el desarrollo del cultivo y para el mantenimiento de los componentes de la planta,
como las raices, las hojas vy el tallo. El tallo del maiz es responsable del transporte de agua vy
nutrientes, del sustento de los drganos reproductivos y de las hojas, ademas de ser un érgano de
almacenamiento (Sangoi et al., 2001; Gomes et al., 2010). En cambio, las hojas son el principal
organo responsable de la asimilacion de energia, y la reduccion de su area limita la fotosintesis; por
lo tanto, reduce el rendimiento de grano (Rezende et al., 2015). Las plantas con el aparato foliar
fotosintético dafado trasladan sus carbohidratos del tallo a los granos para mitigar el déficit
energético foliar, que afecta la estabilidad del tallo. En esta condicidon, el tallo se vuelve mas
susceptible a romperse, lo que perjudica la cosecha mecanica y reduce el rendimiento del cultivo
(Sangoi et al,, 2001; Alvim et al., 2011).

En nuestro pais, en las Ultimas décadas los trabajos de investigacidn orientados a obtener tolerancia
a diversas enfermedades se han incrementado. Tanto en el ambito publico como en el privado se han
logrado avances asociados al entendimiento de la distribucion de las enfermedades de maiz en el
pais, asi como también la caracterizacion por respuesta fenotipica de hibridos comerciales a diversas
enfermedades y su tolerancia genética al estrés bidtico y abidtico (Dias et al., 2012; Tollenaar vy Lee,
2002; Cooper et al., 2014).

Las enfermedades que afectan al maiz pueden ocasionar un importante efecto sobre el rendimiento
por danos directos e indirectos a la salud de la planta, debido a las interferencias que se producen
sobre los procesos fisioldgicos propios de generacion y particion de biomasa del cultivo (Simén et al.,
2018). La ocurrencia de enfermedades que reducen el rendimiento esta influenciada por diversos
factores, incluidas las condiciones ambientales, las practicas de produccidn, el historial previo de
enfermedades de la regidn y la susceptibilidad de los hibridos (Munkvold and White 2016). En la
ultima década, y principalmente en trabajos conducidos en los ultimos anos, se ha registrado la
presencia de enfermedades endémicas (periodicidad anual) y otras patologias consideradas
emergentes, dependientes principalmente de las condiciones ambientales, el manejo y el hibrido
seleccionado (Couretot, 2009; DeRossi et al ).

De acuerdo a Windauer et al. (2003), se pueden clasificar a las enfermedades en tres grandes
grupos: 1) aquellas que pueden reducir el stand de plantas (podredumbre de la semilla y tizén de
plantula; podredumbre de la raiz y base del tallo; mal de Rio Cuarto); 2) aquellas que interfieren en
la intercepcidn de radiacidn del cultivo, por reducir la superficie fotosintética o reducir la eficiencia de
uso de la radiacion (roya comun; tizén foliar; mal de Rio Cuarto; complejo de corn Stunt); 3) aquellas
que reducen el indice de cosecha, ya que interfieren en los procesos involucrados en la produccidn y
lenado de granos (carbdn de la espiga; mal de Rio Cuarto; complejo de corn stunt y todas aquellas
que afectan la calidad de los granos como puede ser la podredumbre de la espiga).

La tolerancia a una enfermedad puede expresarse como una menor reduccidn en el rendimiento,
aunque el cultivo presente sintomas de la enfermedad, o como una reduccion en la expresion de los

sintomas estando el patdgeno presente en el hospedante. La podredumbre de raiz y tallo (PRT) es
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ocasionada por diferentes agentes causales que se presentan con grandes diferencias a través de los
afios y también entre las regiones en nuestro pais. Esto se debe a la gran influencia del ambiente
sobre el desarrollo de las enfermedades, por lo que las condiciones de cada afo pueden mostrar
escenarios muy variables.

La PRT es causada principalmente por patdgenos flingicos presentes en el suelo que conforman un
complejo de especies: F. graminearum, F. fujikuroi, F. verticillioides, F. proliferatum, F. oxixporum;
Cholletotrichum graminicola; Stenocarpella maydis; Macrophomina phaseolina entre otros
(Sinavimo; 2022). Los factores ambientales que favorecen al desarrollo de estos patdgenos
necrotroficos son diferentes para cada especie y en todos los casos se ven favorecidos por
situaciones de estrés sobre la planta, que generan muerte de tejidos disponiendo puntos de
penetracién (Campos et al; 2021). La etapa de colonizacidn hacia la base y el tercio inferior del tallo
se desarrolla de forma caracteristica para cada patdgeno con multiples variables que condicionan el
avance. De acuerdo con estas multiples posibilidades cada campana puede presentarse de forma
diferente. Su capacidad de supervivencia y multiplicacion en suelos fundamentalmente con grandes
cantidades de residuos provenientes de la siembra directa, garantizan inoculo primario y amplia
distribucion en todas las regiones productoras (Jirak-Peterson and Esker, 2011).

En las Ultimas campafas (informacion propia de Bayer S.A.) se han incrementado las consultas
referidas a PRT vy sus niveles de incidencia y severidad en lotes de produccion. Este aumento anual
puede verse favorecido por los cambios en las labranzas de conservacion, los residuos de cultivos de
superficie, la carencia de germoplasma con amplia tolerancia a este grupo de patdgenos, la presencia
en el suelo de un gran complejo de especies de hongos patdgenos complejos y/o las condiciones
climaticas (Sun et al. 2014; Wu et al. 2018). Los fungicidas quimicos no controlan completamente al
complejo de PRT vy, por lo tanto, el uso de hibridos tolerantes es el método mas econdmico, seguro y
efectivo para controlar a la PRT (Duan et al. 2020). La informacion sobre la tolerancia o respuesta
fenotipica hacia este complejo de patdgenos en hibridos comerciales en Argentina es limitada vy, en
consecuencia, es valioso conocer e identificar el comportamiento de los hibridos precomerciales vy
comerciales para poder lograr un buen posicionamiento en el mercado.

Por lo tanto, los objetivos de este estudio fueron (i) desarrollar una técnica de inoculacién artificial por
inyeccién continua en condiciones de campo sobre hibridos experimentales y comerciales para
caracterizar por niveles de tolerancia a tres enfermedades de raiz vy tallo: 1. Cholletotrichum
graminicola (ASR), 2. Fusarium. graminearum (GSR) y 3. F. verticillioides (FSR); (i) analizar el
comportamiento individual de los hibridos a cada enfermedad y su relacién con un hibrido objetivo;
(i) analizar la relacion entre el comportamiento relativo de cada hibrido para las 3 enfermedades.
Este estudio proporcionara un método de identificacién sistematica para la identificacion por niveles
de tolerancia a las principales enfermedades de tallo en hibridos comerciales y experimentales de
maiz; ademas, ayudara a entender el comportamiento diferencial del germoplasma experimental que
se puede utilizar como parametro de seleccion en los programas de mejoramiento, y a posicionar
hibridos precomerciales y comerciales en el mercado.



Materiales y métodos

Aislamiento y produccion de inéculo de GSR, FSR y ASR

A partir de cepas catalogadas de los patégenos de interés, adquiridos de Centro de Referencia de
Micologia (CEREMIC) de la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de Rosario, en el
laboratorio de Patologia Vegetal de Bayer S.A. en Fontezuela, se obtuvieron subaislamientos
fungicos a partir de puntas de hifas que se cultivaron en Agar Papa Glucosado (APG) siguiendo
protocolos estandares internos (Figura 1). Se obtuvieron asi incrementos puros de cada especie que
se reservaron para las inoculaciones artificiales de tallo a campo.

Figura 1. Incremento de, A. Fusarium. graminearum (GSR) y B. F. verticillioides (FSR) en Agar Papa Glucosado (APG) partir
de puntas de hifas de cepas catalogadas por el Centro de Referencia de Micologia (CEREMIC)

Diseno experimental

Un total de 27 hibridos templados comerciales (Dekalb, La Tijereta y competidores, comp_) y
experimentales (Exp_) de Bayer se cultivaron bajo condiciones de campo en la Estacién Experimental
de Bayer S.A. en Fontezuela (BsAs) durante la campana 2021/2022. El experimento se organizé en
parcelas de 2 surcos de 3m de largo con distanciamiento entre hileras de 0,52m. El manejo habitual
para el maiz en siembra directa, la fertilizacion y el riego, se llevaron a cabo durante la temporada de
crecimiento del cultivo. Se definieron 4 tratamientos (T_): i) T1: inoculacidn artificial para ASR; ii) T2:
inoculacion artificial para GSR; iii) T3: inoculacién artificial para FSR; iv) T4: Testigo Blanco inoculado
solo con agua destilada. Se definié para cada tratamiento un disefio en Blogques Completamente
Aleatorizados con 3 repeticiones.

Evaluacion de hibridos de maiz

La tolerancia de los hibridos a cada patégeno se evalud con base en la inoculacidn artificial continua
con cada patdgeno de interés (tratamiento) utilizando una jeringa de vacunacién de uso veterinario
autorecargable y volumen ajustable de 5ml. La totalidad de los tallos de cada parcela se inoculd
artificial y manualmente con 3ml de suspensién de esporas (concentracién conocida de
1.105esporas/ml para ASR y 5.105esporas/ml para FSR y GSR; agua destilada estéril para T4) entre
V12 y VT. Se realizaron por medio de inserciones con agujas de 3cm de largo y 1.2mm de diametro
en un angulo de 45°y a la altura del 1ler nudo sobre el suelo en el centro del tallo (Figura 2). Después
de la inoculacidn, el ensayo se condujo siguiendo las practicas agrondémicas habituales, hasta el
momento de la evaluacidn en R6 (madurez fisioldgica) o cuando las chalas viraron marrones y el tallo
aun estaba verde (aprox. 80 dias post inoculacidn). En cada tallo de cada parcela se eliminaron las
hojas y cortaron las plantas por debajo de la espiga principal. Luego, con un cortador manual, se
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efectuaron cortes longitudinales en cada tallo hasta la corona dejando expuesta la médula. La
severidad de la pudricién del tallo o grado de podredumbre para cada PRT se realizé mediante una
calificacion visual de los tallos sobre las 10 plantas que mostraron la mayor severidad dentro de cada
parcela y tratamiento. Tanto la primera como la ultima planta de cada surco no fueron consideradas
en la evaluacién. Para esta valoracién fenotipica de severidad o score fenotipico (FS) (Figura 3y 4) se
utilizé una escala de 1 a 9 en base al % de dafio en el entrenudo v totalidad de nudos dafiados por
encima del 50% (siendo 1 tallos sanos y 9 tallos severamente afectados). Dentro de esta escala, se
considera al 4 como valor umbral de corte para la clasificacién por FS de los hibridos a cada
enfermedad. Siendo 4 el valor de transiciéon entre un individuo moderadamente resistente a
moderadamente susceptible a la enfermedad de importancia agrondmica. La calidad de la
inoculaciéon se validé tomando muestras al azar de cada tratamiento que fueron remitidas al
laboratorio para identificacion por medio de microscopio, lupa y aislamiento en APG.

Figura 2. A) agujas de inoculacién artificial de 3cm de largo y 1.2mm utilizadas para punzar los tallos. B) lesion de puncion
en tallo de maiz a la altura del ler nudo sobre el suelo en el centro del tallo. C) metodologia de inoculacion artificial por
puncién en un angulo de 45°

Figura 3. Vista de corte longitudinal de cada tallo hasta la corona, mostrando la médula y grado de podredumbre para cada
PRT. A) tallo con sintomas de ASR en parte externa del tallo. B) Podredumbre por FSR. C) Podredumbre por GSR



Figura 4. Vista de corte longitudinal de cada tallo hasta la corona, mostrando la médula y grado de podredumbre para cada
tratamiento de PRT. A) T1: inoculacién artificial para ASR; B) T2: inoculacion artificial para GSR; C) T3: inoculacién artificial
para FSR; D) T4: Testigo Blanco inoculado solo con agua destilada.

Analisis estadistico

El software estadistico R 3.5.0 (R Core Team, 2019) fue utilizado para los analisis estadisticos.
Debido a la naturaleza de los datos donde se contabilizan un gran ndmero de valores de FS iguales
a uno (1), los scores tomados a campo en cada parcela fueron convertidos a una variable de conteo,
definida como el nimero de plantas por parcela con severidades mayores o iguales a 4 en la escala
utilizada, siendo 4 el valor FS de transicion entre un individuo moderadamente resistente a
moderadamente susceptible a la enfermedad de importancia agronémica. Los datos fueron entonces
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analizados mediante el uso de un modelo lineal generalizado (log-lineal) con distribucidn de Poisson,
tomando como variable respuesta el nimero de plantas con severidades mayores o iguales a 4, la
repeticiéon como efecto aleatorio y el hibrido como efecto fijo. Por ello, para GSR y FSR se utilizé como
hibrido de referencia (HR) al DK72-20VT3P; mientras que para ASR, al DK72-10VT3P, junto el
modelo antes mencionado para calcular intervalos de confianza. Aquellos intervalos que no
abarcaron el valor de uno (1) en el cociente de chances (odds ratio) indican diferencias significativas
entre el hibrido a comparar y el HR.

Resultado y discusion

Un elevado porcentaje de los hibridos bajo estudio presentaron tallos con degradacién de medula
causada por el PRT inoculado artificialmente con excepcidn de T4 (Figura 4); confirmando esto junto
al diagndstico en laboratorio, la calidad de la inoculacion. En el Grafico 1 se presenta una
comparacion visual de los FS registrados para cada una de las enfermedades inoculadas (valores de
1 a 9 en la escala utilizada) y la totalidad de los hibridos evaluados. Los FS de los tallos evaluados
para GSR y FSR cubrieron la totalidad de la escala de evaluacion (1 a 9) hallandose una mayor
concentracion de FS en los valores bajos de la escala. Esto indicaria un rango de respuesta fenotipica
de los hibridos desde la resistencia a la susceptibilidad a estos dos patdgenos. Para ASR los valores
observados se encontraron entre los primeros valores de la escala (1 al 5) sin observarse valores
superiores a b5, indicando que los hibridos en estudio presentan valores tolerancia entre la resistencia
y la susceptibilidad moderada. Del mismo modo, se encontraron respuestas diferenciales entre los
hibridos para una misma enfermedad y entre las 3 enfermedades para un mismo hibrido.
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Grafico 1. Comparacién de los valores fenotipicos para todos los hibridos por enfermedad o tratamiento (T1: inoculacidn
artificial para ASR; T2: inoculacion artificial para GSR; T3: inoculacion artificial para FSR. Eje vertical, escala 1 (sano / sin
sintomas visuales) a 9 (tallos severamente afectados)



En el Grafico 2 se muestra el conteo de plantas con FS mayores o iguales a 4, para cada hibrido vy
repeticion. Esta informacion fue entonces utilizada para el modelo lineal generalizado con
distribucion de Poisson que se muestra en el Grafico 3.
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Grafico 2. Conteo de plantas con FS mayor o igual a 4 para cada para cada enfermedad o tratamiento (A) T1: inoculacion
artificial para ASR; (B) T2: inoculacion artificial para GSR; (C) T3: inoculacién artificial para FSR, hibrido y repeticién

Los graficos de intervalos (Grafico3) muestran los intervalos de confianza para el cociente de
probabilidad, es decir, la probabilidad del hibrido en evaluacién (eje y) contrapuesto con la
probabilidad del HR (DK72-20VT3P para GFR y FSR; y DK72-10VT3P para ASR) de tener plantas
con sintomas mayores o iguales a 4. De esta forma, es posible categorizar los hibridos por mayor o
menor FS o grado de tolerancia a una PRT con respecto a un HR. Si el valor del odd ratio no
comprende al uno (1), hay diferencias significativas entre los hibridos y el HR. Por ejemplo, para GSR
el hibrido DK72-70RVT3P (odd ratio=1.44) tuvo un 44% mas de probabilidades de presentar
plantas con sintomas mayores o iguales a 4 que el HR, siendo estas diferencias significativas. Del
mismo modo, el hibrido DK72-72VT3P tuvo un 78% menos de chances de presentar plantas con
sintomas mayores o iguales a 4 que el HR, siendo estas diferencias significativas.
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Grafico 3. Modelo lineal generalizado con distribucidn de Poisson para cada enfermedad o tratamiento (A) T1: inoculacidn
artificial para ASR; (B) T2: inoculacién artificial para GSR; (C) T3: inoculacién artificial para FSR, e hibrido. Eje vertical
hibridos; eje horizontal Odd Ratio. Valores de odd ratio que no comprenden al uno (1) indican diferencias significativas entre
los hibridos y el hibrido de referencia (DK72-20VT3P para GSR y FSR; DK72-10VT3P para ASR)

Puede asi entonces observarse en el grafico 3(A), que 7 hibridos precomerciales de Bayer S.A vy
competidores, presentaron diferencias significativas contra el HR DK72-10VT3P. Evidenciandose
entonces, una mayor tolerancia a ASR que dicho HR. Del mismo modo, del grafico 3(B), se deduce
que 6 hibridos presentaron mayores niveles de tolerancia a GSR que el HR DK72-20VT3P,
entendiéndose entonces que aqui también hay variabilidad genética en el tipo de repuesta entre los
hibridos para este PRT. Por ultimo, puede observarse en el gréfico 3(C) que para FSR sdélo 4 hibridos
mostraron niveles de tolerancia superiores al HR DK72-20VT3P.

A partir de estos datos, se deduce que existe variabilidad genética para la tolerancia a las tres PRT.
Esto abre la posibilidad en los programas de mejoramiento genético, de caracterizar y seleccionar
hibridos con el objetivo de obtener genotipos superiores para las enfermedades en estudio. Otro
resultado de importancia mostrado por estos resultados indicaria que un mismo genotipo presenta
variaciones significativas en cuanto a la tolerancia a las distintas PRT. Es importante destacar que, en
este estudio, no se identificaron hibridos de tolerancia completa a los tres PRT; esto es, no se hallaron
hibridos con bajos valores de FS para ninguna de las 3 enfermedades evaluadas, sino que los
hibridos mostraron valores de FS en niveles variables ante cada enfermedad. Esto demuestra la
complejidad en términos de respuesta genética que este grupo de patdgenos ofrece para los
programas de mejoramiento. Indicando ademas que los programas de seleccion genética para PRT
deberian conducirse para cada PRT en particular.
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