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INTRODUCCION

En la basqueda de formas de potenciar el desarrollo del pais, el presente trabajo se
centra en el estudio de un hongo patégeno que afecta el cultivo del maiz. El panorama
sanitario de los cultivos de este cereal se ha ido transformando, de ser considerados
cultivos practicamente libres de enfermedades a la situacion actual, en la que se
presenta a los agentes patégenos como responsables de severas reducciones en el
rendimiento y la calidad. En los dltimos 30 afios se han detectado mas de 15
enfermedades que afectan al maiz. En la Argentina, existe un grupo considerable de
dolencias, algunas de las cuales son endémicas de la zona maicera y se presentan
cada afio con diferentes grados de severidad. En las Ultimas campafias, se detectaron
patologias emergentes o re-emergentes, dependiendo su aparicién de las condiciones
ambientales registradas, la forma de manejo del cultivo y los cultivares utilizados
(Formento, 2010).

El tizén foliar por Exserohilum turcicum es una de las enfermedades re-emergentes
considerada ademas como prevalente, que afecta el crecimiento de la planta de maiz,
la calidad de los granos y reduce su produccién (Ferraris y col., 2010). Las primeras
lesiones aparecen desde etapas muy tempranas en las hojas inferiores como
pequefiisimas manchas aisladas, oblongas, de color pajizo y con halo himedo. Luego
confluyen formando manchas extendidas, pardas, pardo oscuro o gris-verdosas,
limitadas por un margen, de color marrén-rojizo oscuro, mas o menos definido. En
ataques graves, la enfermedad progresa hacia arriba, las hojas se deforman,
marchitan y finalmente se secan, y la planta muere. El hongo sobrevive en el rastrojo y
se disemina por el viento a grandes distancias (Formento, 2010).

Los sintomas como clorosis y necrosis en plantas son cominmente asociados a la
produccién de micotoxinas. Se ha comprobado que E. turcicum es productor de un
péptido con alta actividad biol6gica, tanto en su sustrato natural (plantas de maiz)
como en medios artificiales, y que es considerado un determinante primordial de su
virulencia y patogenicidad (Bashan y col., 1995; Zhang y col., 2007). Esta toxina ha
sido identificada como monocerina y estudios de caracterizacion le han atribuido la
induccién de la muerte celular (Cuq y col., 1993).

OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue la obtencion de aislamientos a partir de hojas de
maiz que presentaban signos y sintomas del tizon foliar, provenientes de distintas
localidades de la provincia de Santa Fe, y la posterior aplicacion de técnicas clasicas
gue permitan determinar caracteristicas poblacionales. La deteccién y caracterizacion
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de metabolitos secundarios producidos por cada aislamiento complementara el estudio
de la poblacion. Asi, la caracterizacion fenotipica de los aislamientos conducird a un
mayor conocimiento del fitopatégeno, de manera de colaborar con los planes de
deteccidén adecuada, gracias a una mayor precision en la clasificacion taxonémica de
la especie, y prevencién de la patologia que produce.

METODOLOGIA

La obtencidon de los aislamientos se basé en el procesamiento de hojas de plantas de
maiz con signos y sintomas visibles del tizén de la hoja. La esporulacion de los hongos
se estimulé en camaras humedas. Los trozos de tejido enfermo se desinfectaron con
una solucién de hipoclorito de sodio al 3% durante 3 min y, a continuacion, se
enjuagaron con agua destilada estéril. A continuacién, se seccionaron fragmentos de
0,5-1 cm y se colocaron dentro de las cdmaras humedas. El conjunto se incubé a
26 £ 0,5 °C, bajo ciclos alternados de luz (16 h de luz fria y 8 h de oscuridad)(Salvador
y Garrido, 1990;LatorreRapela y col., 2011). Al cabo de 10 dias de incubacion, se
comenzaron a observar bajo lupa estereoscoépica. Verificado el crecimiento de las
estructuras conidiales,éstas se sembraron en una placa de Petri conteniendo agar
papa dextrosa (APD), y se incub6 de igual modo al descrito anteriormente (Dunkle y
col., 2000). Una vez desarrollados los hongos, se procedié a subcultivarlos a fin de
obtener colonias puras. Cada aislamiento fue rotulado con las inicialesETy un namero
correlativo correspondiente.

Para la caracterizacién fenotipica, cada uno de los aislamientos se sembrd en
superficie con un toque en una placa de Petri conteniendo 15 mL de APD y se incub6
de igual modo al descrito anteriormente. Las observaciones macroscopicas se
efectuaron a los 10 dias por examen directo. También se observaron las
caracteristicas microscopicas de los conidios (estructuras fangicas de valor
taxondémico). La identificacion se hizo con la ayuda de claves taxon6micas de los
géneros Bipolaris, Drechslera y Exserohilum (Lutrell, 1963; Alcorn, 1983).

Para evaluar la capacidad de los diferentes aislamientos fungicos de producir
metabolitos secundarios se sembraron dos estrias de APD de cada uno, y fueron
incubadas por 14 dias de igual modo al descrito anteriormente. Posteriormente se
agregaron 5 mL del medio Czapek-Docx madificado y se rasp6 la superficie de la
colonia con un ansa estéril. La suspension obtenida se agreg6 a 145 mL del mismo
medio, y se incubd en idénticas condiciones durante 28 dias. Al término de la
incubacion, se filtré el medio de cultivo y se le realizaron extracciones con cloroformo
(3 x 1/3 del volumen filtrado). A continuacion el cloroformo se evaporé hasta
sequedad. Con el extracto obtenido de cada aislamiento, se realizé una TLC utilizando
la mezcla Cloroformo:Metanol (25:1).El perfil de bandas se determind bajo lampara
de254 y 366 nm.En estas condiciones el Rf reportado para la monocerina es de 0,65
(Robeson y Strobel, 1982; Cuq y col., 1993; Zhang y col., 2007).

RESULTADOS

Se obtuvieron 10 aislamientos provenientes de diferentes localidades de la provincia
de Santa Fe. Los resultados obtenidos luego de la caracterizacion macro y
microscOpica se encuentran detallados en la Tabla 1. Todos los aislamientos
estudiados mostraron exudado y bordes desflecados. Las colonias de 3 de los
aislamientos invadieron la placa a los 10 dias, mostraron una consistencia compacta y
aterciopelada y tonalidad mas oscura que el resto: ET21, ET23 y ET24. Teniendo en
cuenta la caracterizacion microscépica, los aislamientos ET23 y ET24 presentaron
caracteristicas conidiales diferentes al resto: conidios cilindricos y rectos, con sus
polos claramente marcados por septos completos y de color marrén oscuro. Ademas



Tabla 1. Descripcién de las observaciones macro y microscépicas para cada uno de los aislamientos obtenidos

Caracterizacion Macroscopica Caracterizacién Microscdpica de los conidios
Aislamiento(pro | Diametro . . Tonalidad de |a colonia Dimensiones N° de .
_ (cm) Consistencia (um) Forma Color Septos Hilo Basal
cedencia) Anverso Reverso H
ET,1.5 5,58 Gris y blanco Gris 95,58 x 14,74 Fusiformes, 5-9 Protuberante
(Angélica) Verdoso rectos o curvos
ET16 6,50 Gris Gris 86,86 x 14,82 Fusiformes, 58  Protuberante
(San Guillermo) Verdoso rectos
ET17 . Gris Fusiformes,
(Angélica) 7,80 A|g|63§ﬁosa Gris Verdoso 94,12 x 15,77 rectos 0 CUMVOS 4-9 Protuberante
ET18 : Gris Fusiformes,
(San Guillermo) 1,98 Gris y blanco Verdoso 91,25 x 13,43 rectos Marrén 5-8 Protuberante
ET19 6,05 Gris y blanco Gris 77,91 x 13,51 Fusiformes, 48 Protuberante
(San Guillermo) Verdoso rectos
ET20 3,08 Gris Gris 91,60 x 15,32 Fusiformes, 5-8  Protuberante
(San Vicente) Verdoso rectos
ET_21 P Compacta Verde oscuroy Negro 2224 x 8,64 Fusiformes, 3.5 Truncado
(San Vicente) Algodonosa gris extremos romos
ET22 Laxa . : Gris Fusiformes,
(San Guillermo) 5,00 Algodonosa Gris medio Verdoso 85,06 x 14,53 rectos 4-8 Protuberante
ET23 P verde oscuroy  neqro | g308x 14,18 Clndicosy o Mamn g6 pronberante
(Esperanza) Compacta gris claro rectos.Polos oscuro
Aterciopelada marcados por .
ET24 Marrén
(Esperanza) IP Verde oscuro Negro 82,28 x 17,00  septos completos  oscuro 6-14 Protuberante

IP=invade la placa




el rango de la cantidad de distoseptos fue mas amplio que para el resto de los
aislamientos. ET21 se diferencié del resto por poseer un hilo basal truncado y una
mediana menor de nuimero de septos.De acuerdo a las claves taxondémicas, ET21
podria tratarse de un aislamiento del género Bipolaris. El resto de los aislamientos, con
hilo basal protuberante caracteristico, pertenecerian al género Exherohilum, sin
descartar que se traten de especies diferentes del mismo género.

Con respecto a la produccion de metabolitos secundarios, todos los extractos fungicos
mostraron un perfil de bandas amplio al ser analizados por TLC, con valores de Rf
entre 0.05 y 0.75. La produccion de monocerina por parte de los aislamientos del
género Exherohilum, excepto para ET24, se pudo corroborar por la presencia de una
banda con Rf = 0.65 + 0.01 (Robeson y Strobel, 1982). Un analisis mas exhaustivo se
necesita para confirmar la identidad de la toxina.

CONCLUSIONES

La utilizacion de taxonomia clasica resulta controvertida, debido a que el género
Exserohilum pertenece a un complejo de hongos con caracteristicas morfolégicas muy
similares entre si, sin embargo se han podido establecer algunas diferencias macro y
microscopicas entre los aislamientos. La deteccion de la produccion o no de
monocerina también permitird estudiar la ocurrencia de aislamientos con diferentes
grados de patogenicidad.
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