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TURCICUM FOR EXPERIMENTAL PURPOSES

Northern corn leaf blight, caused by Exserohilum turcicum, is one of the most
important diseases affecting maize in Argentina’s core corn-growing region. Its
management relies largely on the development of genetically resistant germplasm;
therefore, breeding programs require artificial inoculation methods that are efficient,
uniform, and reproducible. In this context, the present study evaluated the
effectiveness of different artificial inoculation methodologies in two maize inbred lines
exhibiting contrasting responses to the disease. Three treatments were compared:
drone-based inoculation (DDD), a traditional system consisting of tractor spraying
combined with the application of colonized sorghum inoculum (TTS), and a non-
inoculated control (BCO). The trials were conducted over two growing seasons. The
results showed that during the 2022-2023 growing season, characterized by extreme
drought conditions, the TTS treatment produced the highest levels of disease damage
and severity in the susceptible genotype. In contrast, during the 2023-2024 season,
which experienced higher rainfall, drone inoculation generated the highest levels of
disease damage, as evidenced by a greater number of lesions. However, mean disease
severity did not differ significantly between the two inoculation methods. These
findings indicate that drone-based inoculation is a viable and innovative alternative
that can complement or potentially replace traditional inoculation methods in maize
breeding programs aimed at improving resistance to northern corn leaf blight.
Palabras Clave: inoculacion artificial, programas de mejoramiento, maiz, tizén foliar
del maiz.
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blight.

Introduccién

El tizén foliar comun del maiz (TFC), es causado por el hongo Exserohilum
turcicum (Pass.) Leonard & Suggs (1974). La enfermedad prospera en temperaturas
moderadas (entre 18 y 26 °C) y periodos prolongados de mojado foliar por lluvias o
rocio (mas de 6 horas) (Aapresid, 2020). Las lesiones causan una reduccién del area
foliar de la planta limitando la fotosintesis y con ello, el llenado de grano. Cuantas mas
lesiones haya en una planta y cuanto mas temprano en la temporada se desarrollen,
mayor serd la pérdida en el rendimiento. Se sabe que el establecimiento
de E. turcicum puede ocasionar pérdidas del rendimiento de entre el 30 y 50% si las
lesiones alcanzan antes (2 semanas) o durante floracidén las hojas de la espiga o las
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superiores a esta. Y son minimas si la enfermedad ocurre después de este estadio (6
semanas) (Venciese, 2020). En ataques graves, la enfermedad avanza hacia arriba, las
hojas se deforman, marchitan y finalmente se secan, se rajan longitudinalmente y la
planta muere, pudiendo confundir estos sintomas con el efecto de heladas o sequias
extremas. Las hojas externas de las espigas también presentan manchas similares a
“habanos” de diversos tamafios (Formento, 2010).

El cambio en la agricultura en las ultimas décadas tiene como misién mejorar y
aumentar la produccién y reducir el impacto ambiental. Desde hace tiempo en esa
revolucion tecnoldgica se han incorporado los drones para el control y vigilancia de los
cultivos (FAQ, 2018). Disponer de informacidn sobre fuentes genéticas de resistencia al
TFC es de gran valor para el mejoramiento de la resistencia a la enfermedad, ya que el
uso de hibridos de maiz con tolerancia a la enfermedad es la principal estrategia de
manejo. En la industria semillera, el éxito de los programas de mejoramiento para
resistencia a enfermedades depende de un proceso de entendimiento de la reaccién
planta hospedante y patégeno en un ambiente definido. Seleccionando individuos
superiores para la tolerancia a enfermedades, y para ello es necesario contar con
técnicas de inoculacidn artificial robustas y eficientes.

Este trabajo propone evaluar el uso de Drones como herramienta de soporte
alternativo a las metodologias tradicionales de inoculacidon artificial de fitopatdgenos
utilizados en Argentina. La integracion de esta innovadora tecnologia a los protocolos
actuales de inoculacidn artificial permitiria trabajar de manera mas precisa y eficiente.

Materiales y métodos:

Los ensayos fueron sembrados en fechas tardias, el 5 de enero de 2023 y 19 de
enero de 2024 en la localidad de Fontezuela, partido de Pergamino, Provincia de
Buenos Aires. Se evaluaron diferentes métodos de inoculacién artificial con
Exserohilum turcicum, sobre dos lineas endocriadas experimentales de maiz que
presentan un comportamiento diferencial conocido a la enfermedad, linea susceptible
(S) y linea moderadamente resistente (MR). Se establecié un disefio en parcelas
divididas, donde la parcela principal fue el método de inoculacién (TRATAMIENTO) y
las dos lineas endocriadas (GENOTIPO) la parcela secundaria. La unidad muestral
consistié en parcelas de 2 surcos distanciados a 0,52 metros y de 2,5 metros de largo
(5,2 m?).

Los aislamientos se realizaron a partir de tejido foliar sintomatico provenientes
de distintas localidades del pais. Para la obtencién de cultivo puro se sembré en medio
de cultivo Agar V8 y se colocé en condiciones controladas. Para favorecer la
esporulacion, se utilizd granos de sorgo lavados, secados y autoclavados, a los que se
le colocaron placas colonizadas con el hongo y se incubd en condiciones controladas.
Las inoculaciones a campo se realizaron una vez por semana por tres semanas
consecutivasn los estadios fenoldgicos V3, V4 y V5-V6. Se realizd una suspension de
esporas a una concentracion de 30.000 conidios/ml| de agua destilada estéril. Los
tratamientos fueron:

Aplicacion con Drones (DDD): Se utilizaron Drones DJI Agras T16 y T10 con
sistema de rociado compuesto por 8 y 4 aspersores, con una velocidad maxima de
rociado de 4.8 L/min y 2,2 L/min, respectivamente. Se vold a una altura de 1,5 metros
aproximadamente y a una velocidad de 3,0 km.h™.
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Aplicacion con Foliar Sprayer seguida de inoculacién con grano de sorgo
colonizado (TTS): Se utilizd6 un tractor con barral pulverizador suspendido Foliar
Sprayer de 2 metros de botalén, que ademas del indculo asperja agua. Para la
inoculacién con granos de sorgo como via de indculo se colocd, manualmente,
alrededor de 15 granos de sorgo colonizado en el cogollo de cada planta (Figura 1).

Sin aplicacidn, blanco (BCO): en lineas S y MR como testigo sin inocular.

En R4 se evalué la severidad de E. turcicum [SEt (Frec)] por parcela con escala de
1-9 (1: resistente; 9: altamente susceptible) utilizando la escala de planta entera
propuesta por Bergamin Filho (1996). Para evaluar el nivel de dafio de cada
tratamiento, se registrd 25 dias después de la ultima inoculacién (25 ddi), la cantidad
de lesiones de tamafio mayores a 1 cm [LES >1cm] y las lesiones en las hojas que
rodean a la espiga [LES_ 2°Ter], dado la diferencia de aporte de las hojas de este
estrato de la planta, que contribuyen en un 90% al llenado de grano (Carlini, 2024).

Los datos se analizaron mediante un andlisis de Modelos Lineales Mixtos (MLM).
Las comparaciones multiples se realizaron con la prueba de LSD Fisher (a=0,05). Para
el andlisis estadistico se utilizo el programa estadistico InfoStat (Di Renzo et al., 2008).

Figura 1. a. Dron (DDD) y foliar sprayer (TTS) para aplicacidon de suspensién de esporas.
b. Sorgo colonizado con E. turcicum en el cogollo de la planta.

Resultados:

Durante el ciclo del cultivo de la campafia 22-23 se presentd el fendmeno
climatico “La Nifia” que provoco sequias severas y altas temperaturas. En la zona
nucleo, en enero, los registros de precipitaciones oscilaron entre 80 a 120 mm, pero en
febrero decayeron de 60 a 80 mm (Balchunas, 2023). En Fontezuela, localidad donde
se llevaron a cabo los ensayos, las precipitaciones acumuladas de enero a abril
registraron valores de 155 mm (Figura 2 a). En la campafa 23-24, varias olas de calor
afectaron al pais. Durante el ciclo del cultivo en Fontezuela se registraron
temperaturas mdaximas elevadas y precipitaciones acumuladas de 545,2 mm (Figura 2
b).

En ambas campafias evaluadas, los tratamientos presentaron un
comportamiento diferencial para el desarrollo de la enfermedad (tabla N°1)
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caracterizada a través de la severidad (SEt (Frec)) y el nivel de dafio (LES >1lcm,
LES_2°Ter). Para el andlisis de SEt (Frec) y LES_2°Ter se aplicé un modelo lineal mixto
heterocedastico en el cual se modelaron las variancias heterogéneas a nivel del
genotipo, mientras que para LES >1cm se aplicd6 un modelo lineal mixto
heterocedastico en el cual se modelaron las variancias de las diferentes campaiias
evaluadas
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Figura 2. Temperatura promedio, maxima y minima (°C) y precipitacion acumulada
(mm) semanales en el ciclo del cultivo para la campafia 2023 (a) y 2024 (b) en
Fontezuela. La flecha indica fecha de siembra, el rectangulo el periodo de inoculacion y
el circulo el periodo de evaluacion.

Tabla 1: Andlisis de variancias a través de MLM de los tratamientos de inoculacion
evaluados durante las campafias 22-23 y 23-24.

Fuente de Variacion | SEt (Frec) LES >1cm LES_2°Ter
ARo (A) * * % * %
Tratamiento (T) ok ok *k
Genotipo (G) ok ok *k
Interaccidon AXT * * ok
Interacciéon GxA ok ns ok
Interacciéon GxT ok ok ok
Interaccidon AXTxG ns ok ok

Fuentes de variacién: A: campaiias 22-23 y 23-24; T: tratamientos DDD, TTS y
BCO; G: genotipos S y MR. **: p valor < 0.01, *: p valor < 0.05, ns: p valor no
significativo.
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En todas las variables evaluadas se encontrd interacciéon entre las campafias

estudiadas (A) y los tratamientos (T), por lo cual se procedid al andlisis de los
resultados diferenciados por cada campafia. Los efectos encontrados durante la
campaia 22-23 se presentan en la tabla 2.a, mientras que los correspondientes a la
campaia 23-24 se hallan detallados en la tabla 2.b.

Tabla 2: Analisis de variancias a través de MLM de los tratamientos de inoculacion
evaluados a través de las campafias 22-23 y 23-24.
CAMPANA 22-23 CAMPANA 23-24
Fuente de

Variacion SEt (Frec) | LES >1cm | LES_2°Ter | SEt (Frec) | LES >1cm |LES_2° Ter

Tratamiento (T) * o o ok - ns
Genotipo (G) o i * ok ok *
Interaccion GXT ns ** * ns ** ns

Fuentes de variacion: T: tratamientos DDD, TTS y BCO; G: genotipos Sy MR. **: p valor
< 0.01, *:p valor < 0.05, ns: p valor no significativo.

En la campafa 22-23 se hallaron diferencias estadisticas altamente significativas
(p< 0,01) entre los tratamientos y genotipos evaluados para todas las variables
evaluadas. Por su parte, los efectos de interaccién entre ambas fuentes de variacion
fueron altamente significativos para LES>1cm y LES 29 Ter.

Mientras que en la campafia 23-24 para los genotipos se hallaron efectos
altamente significativos (p< 0,01) en las tres variables en estudio. El efecto de (T) fue
altamente significativo para las variables SEt (Frec), LES>1cm y no se encontraron
diferencias significativas para la variable LES_2°T. Asi mismo, se hallaron efectos
altamente significativos para la interaccién solo para las lesiones mayores a 1 cm.

Al analizar la severidad (SEt (Frec)) de la enfermedad presente en nuestros
ensayos, se puede observar que, en todos los tratamientos de ambas campaiias
evaluadas, el genotipo susceptible (S) se diferenci6 del moderadamente resistente
(MR), excepto en el tratamiento BCO de la campaiia evaluada 22-23, donde el
genotipo (S) no presentd diferencias significativas respecto del MR. No se hallaron
diferencias estadisticas significativas para severidad de los genotipos (MR) en los
diferentes tratamientos evaluados.

En la campafia 22-23, para el genotipo (S) los tres tratamientos de inoculacién
presentaron diferencias estadisticas significativas en la severidad media de la
enfermedad. El tratamiento TTS presentd mayor severidad media, seguido por el
tratamiento DDD vy finalmente el BCO. Mientras que en la campafia 23-24, para el
genotipo (S) los tratamientos TTS y DDD no se diferenciaron entre si, pero se
diferenciaron estadisticamente del BCO.

En los tratamientos DDD y BCO la severidad media aumento ligeramente entre
campafias (23-24 con mayores valores), pero el BCO se mantuvo con la menor
afectacién en ambos periodos evaluados (Figura 3).
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Figura 3. Histogramas de severidad media en los distintos tratamientos de inoculaciéon
para los genotipos susceptibles y moderadamente resistentes. a: campafia 22-23 y b:
campafia 23-24. Variable SEt (Frec): medias ajustadas (GxT). LSD Fisher (Alfa=0,05).
Medias con misma letra indican que no son significativamente diferentes (p > 0,05).

En cuanto al (LES >1cm), en la campaiia 22-23, el genotipo (S) del tratamiento
TTS presentéd diferencia estadistica significativa respecto del genotipo (MR),
evidenciando mayor numero de lesiones. Mientras que los tratamientos DDD y BCO
sus genotipos no presentaron diferencia estadistica significativa (Figura 4a).

En la campana 23-24, para el genotipo (S) los tres tratamientos de inoculacién
presentaron diferencias estadisticas significativas respecto del genotipo (MR) en las
lesiones >1 c¢cm. El tratamiento DDD presentd mayor cantidad de lesiones >1cm,
seguido por el tratamiento TTS y finalmente el BCO (Figura 4b).
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Figura 4. Histograma de numero de lesiones mayores a 1lcm en los distintos
tratamientos para los genotipos susceptibles y moderadamente resistentes. a:
campana 22-23 y b: campafia 23-24.

Para el nimero de lesiones en el segundo tercio de la planta (LES_ 2°Ter) en la
campafia 22-23, el genotipo (S) del tratamiento de inoculacién con TTS presentd
diferencias estadisticas significativas respecto del genotipo (MR) y se diferencié del
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resto de los tratamientos de inoculacidn. Siendo el tratamiento TTS quien presenté
mayor cantidad de lesiones en el segundo tercio de la planta (Figura 5a).

En la campaia 23-24 para el genotipo (S) los tres tratamientos de inoculacién
presentaron diferencias estadisticas significativas respecto del genotipo (MR). El
tratamiento DDD presenté mayor (LES_ 2°Ter), no logré diferenciarse del tratamiento
TTS, pero si del resto de los tratamientos (Figura 5b).
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Figura 5. Histograma de numero de lesiones en el segundo tercio de la planta, en los
distintos tratamientos para los genotipos susceptibles y moderadamente resistentes,
en los distintos tratamientos de ambas campafias evaluadas. a: campana 22-23 y b:
campafa 23-24.

Discusion:

La severidad del tizdon foliar comun del maiz causado por E.m turcicum depende
de la interaccidn entre el genotipo y el ambiente. La enfermedad es favorecida por
altas humedades relativas, periodos prolongados de mojado foliar y temperaturas
moderadas, por lo que representa una problematica particularmente importante en
siembras tardias. En este sentido, De Rossi (2015) observaron un aumento de la
susceptibilidad al tizon desde el 3% hasta el 71% de los hibridos evaluados al retrasar
la fecha de siembra. Asimismo, Nwanosike (2015) demostraron que el incremento de
las temperaturas maximas y la disminucion de la humedad relativa reducen la
infeccion por E. turcicum. La sequia histérica ocurrida en Argentina entre 2020 y 2023,
caracterizada por precipitaciones por debajo de lo normal (Conte, 2023), generd
condiciones desfavorables para el desarrollo de la enfermedad. Bajo este escenario,
durante la campafia 2022-2023, el método de inoculacion mediante tractor
pulverizador y sorgo colonizado (TTS) fue el mas efectivo, registrando mayor
severidad, mayor numero de lesiones superiores a 1 cm y mayores niveles de
reinfeccion. Esta respuesta se atribuye al aporte simultdneo de agua e inéculo, que
favorece el mojado foliar necesario para la infeccién.

En la campana 2023-2024, con mejores condiciones hidricas, todos los
tratamientos inoculados expresaron la enfermedad, aunque la inoculacién con dron
(DDD) presentd el mayor numero de lesiones y evidencias de reinfeccion. Este
comportamiento coincide con lo descrito por Pant (2001), la enfermedad progresa
desde las hojas inferiores hacia los estratos superiores en infecciones severas.
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En conclusién, el método TTS resulté mas adecuado bajo condiciones de sequia
extrema, mientras que la inoculacién mediante drones mostré mejores resultados en
ambientes con precipitaciones favorables. Ademas, esta tecnologia ofrece ventajas
operativas y ambientales, relacionadas con una mayor eficiencia de aplicacién, menor
consumo de agua y reduccidn del uso de maquinaria agricola convencional.
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Conclusiones:

El método de inoculacion artificial de Exserohilum turcicum utilizado en la
caracterizacidon de germoplasma de maiz afecta el nivel de dafio y la severidad de
infeccién obtenido.

De acuerdo a las condiciones climaticas que variaron con los ainos de evaluacion,
las respuestas de los tratamientos fueron diferentes. En la campafia 2022-2023, de
extrema sequia, el uso del tractor pulverizador en el genotipo susceptible generé
mayor nivel de dafio (mayor [LES >1cm] y mayor [LES_ 2°Ter]) y mayor severidad
media que el resto de los tratamientos. Mientras que en la campafa con mayores
precipitaciones (2023-2024), se observé un mayor nivel de dafio comparado con el aino
anterior y en estas condiciones el tratamiento de inoculacion con dron (DDD) fue el
gue arrojé mayor nivel de dafio (mayor [LES >1cm] y mayor [LES_ 2°Ter]) que el resto
de los tratamientos evaluados. En cuanto a la severidad media, ambos métodos de
inoculacién no mostraron diferencia significativa.

Es innegable el potencial de los drones para revolucionar la agricultura, el analisis
de los datos plantea la necesidad de continuar estudiando y evaluando los métodos de
inoculaciéon artificial con esta tecnologia considerando los nuevos escenarios
climaticos.
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