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INTRODUCCION

La condicion sanitaria de un lote de semillas es el principal elemento de la
calidad conjuntamente con la pureza, el vigor y el poder germinativo. Atn no ha sido
muy estudiada la correlacion entre la presencia de diversos patdgenos de semillas y sus
efectos sobre la calidad fisica y fisioldgica, pero en algunos casos, bajos niveles de
infeccion, pueden causar pérdidas de rendimiento del 50 porciento o mdas. Las semillas
constituyen una de las mds importantes fuentes de diseminacion, sobrevivencia y
continuidad de los patégenos de una generacion a otra en el campo.

La mayoria de los patégenos que afectan la parte aérea de las plantas de trigo,
infectan la semilla y pueden ser visibles o llevados en forma sistémica y ocasionan fallas
en la germinacion e implantacion del cultivo, por ejemplo los hongos causales de
mancha foliares y carbones.

Las enfermedades transmitidas por semilla causan pérdidas del rendimiento por
la reduccion del nimero y peso de granos y por la disminucion de la calidad comercial.
Pueden producir micotoxinas cuyos niveles de concentracion maximos estan fijados por
los paises importadores ( 2 ppm de deoxinivalenol en granos de trigo). Ej: granos con
Fusarium con altos niveles de deoxinivalenol o vomitoxina.

Los principales patdgenos presentes en las semillas de trigo son los siguientes:
Alternaria spp., Fusarium spp., Epicoccum sp., Bipolaris sorokiniana, Drechslera
tritici-repentis, Stagonospora nodorum, Ustilago tritici, Tilletia caries, T. foetida, T.
controversa, T. indica, Xanthomonas campestris pv. undulosa, Cladosporium sp.,

Curvularia sp., Mucor sp., Rhizopus sp., Septoria sp, Aspergillus sp., Penicillium sp.



El andlisis de semillas permite identificar los microorganismos patogenos
presentes en un determinado lugar, y los niveles reales de infeccion (micelio u otras
estructuras llevadas en las capas interiores del tegumento, testa y endospermo, por
ejemplo: micelio interno de Fusarium graminearum, y telias de Ustilago en el embrion,
etc.), infestacion (cuando las estructuras son llevadas externamente por la semilla, por
ejemplo picnidios de Phoma sp. o conidios de Bipolaris sorokiniana y asociacién con
contaminantes (por ejemplo: cuerpos negros alargados o esclerocios de Claviceps
purpurea mezclados con la semilla). Los patégenos pueden variar con las diferentes

regiones y ser distintos en cada ciclo agricola.

También el andlisis de semillas permite rechazar lotes inadecuados como
semillas y destinarlos para consumo animal y humano al utilizarlas como grano
consumirse de esta manera. Dada la importancia de un buen analisis de semillas, tanto
en sanidad, como en pruebas fisioldgicas y fisicas, resulta importante llevar a cabo un
buen diagnostico. Por lo anterior, se pretende realizar los siguientes trabajos cuyos

objetivos son:



OBJETIVOS

®,

¢ Deteccion de la micoflora y su relacion con los parametros de calidad de
semillas.
/7

¢ Identificacion de especies de hongos causantes de la enfermedad punta negra en

semilla de trigo de la region de Navidad, N.L.

HIPOTESIS:
% La enfermedad punta negra es causada por los hongos: Alternaria spp.,
Helminthosporium spp. y Fusarium spp.

¢ Los hongos infectan las semillas y disminuyen la germinacion y vigor

disminuyendo la calidad de las semillas.



REVISION DE LITERATURA

Importancia de las Enfermedades Transmitidas por Semillas

Las semillas son el medio natural que utilizan las plantas para reproducirse,
dispersarse y perpetuarse en su medio. A través del tiempo, el hombre ha aprendido a
manipular estos procesos con el proposito de satisfacer sus necesidades de alimentacion,
vivienda y produccion de materias primas para la elaboraciéon de un sin nimero de
productos. El desarrollo de la humanidad ha estado vinculado al conocimiento de las
plantas, principalmente de sus semillas, que han permitido al hombre reproducirlas y
mejorarlas para su beneficio. En este proceso han participado todas las culturas, y en los
ultimos afios los paises se han visto en la necesidad de ponerse de acuerdo sobre los
parametros que permiten valorar la calidad de las semillas de las especies que utilizan,
sin embargo, existen diversos factores que influyen en la calidad de semilla en un lote
determinado, entre ellos, los relacionados con la especie, el clima y los agentes bioticos;
que normalmente se manifiestan durante la formacién y desarrollo de los frutos

( Willan, 1991)

Para analizar un lote de semillas y conocer el estado que guarda éste al momento
de planear su siembra o almacenamiento, debe partir del conocimiento y aplicacion de
ciertas pruebas sencillas, como son: porcentaje de pureza, nimero de semillas por
kilogramo, contenido de humedad, viabilidad y porcentaje de germinacion. Estas

pruebas aun cuando son indispensables y de gran utilidad para quienes estan



relacionados con los procesos de produccion de planta, generalmente no se realizan, por

lo tanto se desconoce la calidad de la semilla (Camacho, 1994)

Finalidad del Analisis de Semillas.

El analisis de semillas en términos generales, permite obtener informacién basica
para conocer la calidad de un lote de semillas. Este analisis es util, ademas para evaluar
futuros métodos de recoleccion, control de enfermedades y plagas, manejo adecuado
para el almacenamiento, tratamientos pregerminativos y siembra. Dado que la semilla es
un objeto de transaccion comercial, los procedimientos en cada uno de los analisis deben

tener normas comunes (Gordon, 1991)

Antecedentes del Analisis de Semillas.

Los primeros ensayos de semilla se iniciaron en 1869 en Alemania y en 1876 en
los Estados Unidos de América. Posteriormente, en 1908 los Estados Unidos y Canada
fundaron la Asociacion de Analistas Oficiales de Semillas (AOSA). La Asociacion
Internacional para el Andlisis de Semillas (ISTA) se fund6 en 1921 y adopt6 la mayoria
de las pruebas de semillas estandarizadas hasta 1931. Las reglas para el andlisis de
semillas no han sido estaticas, ya que los cientificos y analistas de semillas han estado

constantemente mejorando e incrementando informacion (USDA 1974)

Las Reglas Internacionales para el Analisis de Semillas (ISTA) se elaboraron

para la normalizacion del material seminal, las cuales han sido adoptadas por muchos



paises, entre ellos México, aun cuando éste no estd integrado formalmente a dicha
asociacion (Patifo et. al., 1983). En la practica, el propdsito principal en un analisis de
semillas es contar con una estimacion precisa de la capacidad de un lote de semillas para

la produccion de plantulas sanas, vigorosas y adecuadas para la plantacion.

Porter (1949), manifest6 la importancia de los hongos transmitidos por semillas y
actualiz¢ la lista preparada por Orton, mientras que Anderson (1958) contribuy6 con una
seccion sobre enfermedades transmitidas por semillas para el manual de la asociacion de

analistas oficiales de semilla, lo anterior citado por Warham, (1996)

Salazar (1992) menciona que los organismos que causan enfermedades en las
plantas son transportadas por las semillas, dentro o fuera de ellas. Se tienen antecedentes
que la diseminacion de patogenos por medio de las semillas, juega un papel importante

en la diseminacion de enfermedades.

Navarrete et al (1982) mencionan que el uso de semillas contaminadas puede
provocar disminucion en la emergencia, ahogamiento y marchites de las plantulas, asi
como también en hojas y frutos. Las semillas son el punto basico del origen de la
produccion, alrededor del 90 % de los cultivos son sembradas de esta manera. Los
hongos, bacterias y virus que son transmitidas por semillas usadas por gente del campo,
estos sobreviven por largos periodos y pueden infectar y disminuir la germinacion de
las plantulas o sobrevivir como epifitas en el desarrollo de las plantas y esperar
condiciones ambiénteles favorables e infectar de manera explosiva. (Agarwal y Sinclair,

1987)



McGee (1983), indica que existe aproximadamente 1500 microorganismos
presente sen semillas y cerca de 600 géneros en cultivos, agricolas, horticolas y
forestales. Por otra parte Sinclair y Shurtlett (1975) indican que las pérdidas que se
tengan en un cultivo depende directamente del patogeno involucrado, el estado de
desarrollo de la planta y la severidad del problema. De igual manera Navarrete (1995)
sefala que generalmente las semillas infectadas estan presentes en cultivos de menor
calidad, pues al desarrollarse la nueva plantula se desarrolla también el patdogeno

contenido en la semilla, afectando asi el desarrollo normal de la planta.

Pruebas de Sanidad

Estas son muy importantes debido a que nos permiten determinar la incidencia de
patogenos en semilla para asi tomar medidas necesarias en contra de ellas, hacer un

manejo eficiente del problema, antes de diseminar el problema en campo.

Copeland y McDonald (1985) mencionan que en muchas partes del mundo las
pruebas para detectar enfermedades en semillas forman parte integral de inspeccion de
rutina para la calidad de la semilla, sin embargo, en Norte América no son tan

importantes, recobrando mas importancia las pruebas de pureza y germinacion.

Agarwal y Sinclair (1987) senalan que la seleccion de un método depende del
proposito de las pruebas para la cual se realizan, tales propositos pueden ser los

siguientes: certificacion, tratamiento fitosanitario o cuarentenas. Para la decision de



seleccionar un método se toman los criterios en que estas deben ser rapidas y sus
resultados deben ser confiables con respecto a la funciéon de campo. Por su parte
Fenwick (1988) senala que estas pruebas de identificaciéon de patdgenos deben ser
efectuados por personal que haya tenido adiestramiento basico y cursos en el manejo de
estos, ya que se requiere del conocimiento de quipo especial. Sin embargo, Copeland y
McDonald (1985) mencionan que no es tan necesario realizar pruebas demasiado
especiales, o rigurosas, sino que basta con una inspeccion simple de las muestras de

semilla.

Meétodos de Incubacion

El método de papel secante y placas de agar son los dos métodos recomendados
por la asociacion internacional de pruebas de semillas (ISTA) para realizar exdmenes
rutinarios de semillas cultivadas e infestadas por hongos. La identificacion se basa en el
desarrollo morfologico del hongo durante la incubacion, en las superficie de las semillas,
en el papel secante o en caracteristicas de las colonias (Agarwal y Sinclair, 1987 )

La prueba de papel secante es aplicable para toda clase de semillas. Este método
es una combinacion de los principios de investigacion in-vitro e in vivo. Es un método
sencillo y econdmico para la deteccion de patogenos y otros microorganismos asociados
a las semillas (Agarwal y Sinclair, 1987). Para llevar a cabo este método se puede
utilizar diferentes tipos de recipientes o cajas que sean capaces de dejar pasar luz, como

cajas petri o paneras (Neergaard, 1977)



Examen Visual de Semillas

McGee (1982) menciona que el examen visual de semillas consiste en la
observacion directa de la semilla, con la ayuda o no de microscopio estereocospico para

detectar sintomas de patogenos en su superficie.

Hongos Transmitidos por Semillas

Hunter (1977) y Agarwal y Sinclair (1987) mencionan que las semillas hospedan
una gran variedad de microorganismos, especialmente en su gran mayoria hongos, los
que pueden estar en el interior o fuera de ellas y ser diseminados en campo. Por su parte
Christensen (1972) menciona que los hongos de semillas pueden ser divididos

convenientemente en dos grupos de acuerdo al lugar que atacan: de campo y de almacén.

Danios que Ocasionan los Hongos en la Semilla.

Uno de los principales efectos que los hongos ocasionan a las semillas es la
perdida de viabilidad de las semillas agricolas como el maiz, trigo, sorgo y frijol
(Moreno, 1976)

Navarrete (1995) menciona que las semillas se han constituido una de las formas
mas eficientes de perpetuacion de los patogenos ya sea de manera interna o externa,
incluso para algunos es el medio exclusivo de sobrevivencia. Ademas los patogenos
permanecen por mas tiempo viable en semillas en comparacion a su estabilidad en el

suelo o residuos de cosecha. El impacto de los hongos en las semillas es considerable,



muchos afectan el embridn de las semillas, algunos que son parasitos débiles manchan la
semilla, otros provocan el aborto de las semillas o sustituyen organos florales al

desarrollar fructificaciones u otras estructuras.

Factores que Favorecen el Desarrollo de Hongos en Semillas

El factor mas importante en la conservacion de los granos es la humedad, tanto la
del grano, asi como la humedad relativa, el agua contenida en ellas, etc. Otro factor
importante es la temperatura, en donde a temperaturas bajas el crecimiento es lento,
incrementandose a medida que la temperatura es mayor, y esta se mide por medio de
termopares. Otro punto a considerar es la condicion del grano o semilla, la cosecha
mecanica de los granos y semillas, asi como su manejo que se le da, son causas de dafo

fisico que posteriormente facilita la entrada de patégenos (Beltran, 2000)

En cereales y zacates hay numerosos hongos que son llevados en las semillas
algunas de las especies mas importantes como Alternaria, son patdogenos débiles. Entre
las mas destructivas se encuentran especies de Helminthosporium spp., Fusarium spp. y
Diplodia spp. Los mas comunes llevados en semillas se encuentran Helminthosporium 'y
Fusarium que ocasionan la pudricion de plantulas ( Kreitlow, et al, 1982)

En algunas temporadas es comiin encontrar semillas de trigo, avena y cebada
infectadas en un 10-15 % con Helminthosporium y Fusarium.

Kleitlow, el al, (1982) menciona que algunas especies de Helminthosporium que

frecuentemente provocan tizon de los granos de cereales: Helminthosporium sativum,



ocasiona el tizon del grano de la cebada, del trigo, el sintoma de los granos enfermos es

una coloracion café oscuro o casi negro especialmente cerca del extremo de la semilla.

Patogenos de Semillas

Generalmente son los virus, bacterias y hongos, en donde los virus
frecuentemente estan infectando las semillas y este inoculo puede resultar en severos
problemas de las siguientes cosechas, generalmente los virus invaden la semilla,
desarrollando internamente infecciones a otras plantas, la infeccion ocurre en tejidos
embrionarios. Por su parte semillas infectadas por bacterias pueden causar pérdidas
enormes, mientras que los hongos desde la germinacion de la semilla ocasionan

infecciones, iniciandose asi de esta manera la fuente de inoculo (Neergaard, 1977)

Se mencionan siete combinaciones de sitios de infeccion (intra embrional,
extraembrional, contaminacion de la semilla e infeccidon de 6rganos especificos) y tipos
de infeccion (sistémico, local y saprofitico). Los hongos generalmente se sitiian en el
embrion de la semilla, debido a que en esta parte se encuentra la mayoria de los

nutrientes de la semilla.

Hongos Detectados en Pruebas de Sanidad

Fusarium Barnett & Hunter (1972), mencionan que el hongo posee un micelio

extendido y algodonoso frecuentemente con matices rosas purpuras o amarillos,



conidioforos variables delgados simples o cortos robustos solos o agrupados en un
esporodoquio, conidias frecuentemente sostenidas en pequeias cabezuelas macro o
encurvadas de forma tipica de canoa, microconidia celular ovoide y oblonga, nace sola o
en cadena. En especial, el género Fusarium es caracterizado por un crecimiento micelial
rapido, por lo general produce pigmentos que se distinguen entre especies (Bassey,
1950), forma esporodoquio del cual emerge un rameado denso de conidioforos, el

resultado de la reproduccion asexual son macroconidias y microconidias.

Fusarium poae (Peck) Wollenw.

La semilla es algodonosa con un fino micelio blanco y enmaranado, y toma una
apariencia pulverulenta con la formacion de microconidios. Mas tarde, el micelio aéreo
se vuelve café rojizo. Las masas de conidios en general son muy pequefas, pero su
tamafio es variable. Toda colonia bien desarrollada produce un olor dulce muy
caracteristico, semejante al de las frutas. Los microconidios, que forman bolsas viscosas,
son hialinos, esféricos (7-10 um de didmetro) o en forma de pera (8-12 x 7-10 um) y
casi siempre unicelulares, aunque en ocasiones son bicelulares (10-14 x 6-7 um).

Los macroconidios comunmente son raros hialinos tipicamente estrechados hacia
los extremos, ligeramente mas anchos sobre la septa central, tiene una célula basal en

forma de pie y cuando estan maduros tienen tres septas, miden 20-40 x 3-5 um.

Las clamidosporas son poco frecuentes y pueden estar en grupos o en cadenas.
La caracteristica mas distintiva de Fusarium poae es la abundante produccion de

microconidios esféricos u ovalados. Sin embargo, pueden ser ficilmente identificado



bajo el microscopio estereoscopico si se presenta como colonia pura en la semilla. En las
colonias bien desarrolladas, hay abundante micelio suelto y las masas de microconidios
estan dispuestas en forma irregular a lo largo de las hifas, dando a la colonia una
apariencia muy rugosa. Esas colonias bien desarrolladas son de color blanco opaco o

rosado claro

Fusarium tricintum (Corda) Sacc.

El desarrollo de la colonia en semilla es rapido y el micelio aéreo blanco es entre
ligero y denso, con masas de esporas anaranjadas que aparecen a medida que envejece el
cultivo. Se forman microconidios inicialmente de conidioforos laterales simples y mas
tarde de conidioforos profusamente ramificados. Los microconidios son hialinos,
abundantes, en forma de limon o pera o fusiformes, con 0-1 septas y a menudo tiene una
célula pie en la base. Con 0 septas miden 7-11 x 4-8 um, con 1 septa, 10-16 x 4-6 pm.

Los macroconidios son abundantes, hialinos, por lo general formados en masas
de esporas palidas o anaranjadas, falciformes o mas fuertemente curvos, con una célula
pie bien marcada, tienen 3-5 septas y miden 26-53 x 3-5 um. Hay clamidosporas
esféricas (10-12 um) que se forman a intervalos a lo largo de las hifas, individualmente

0 en cadenas.

Helminthosporium hawaiiensis (M.B. Ellis) Uchida y Aragaki

La colonia se propaga disgregada en la semilla y es de color negro a café oscuro

grisaceo. Los conidioforos son cortos y se producen los conidios en conglomerados



hacia la punta. Estos estan solitarios y son alternamente doblados, septados, de color
café, de hasta 120 um de largo y 2-7 um de espesor. Los conidios son rectos, alargados
o cilindricos, redondeados en los extremos, de color caf¢ palido, tiene de 2-7 (en su
mayoria 5) septas y miden 12-37 x 5-11 um. Los delgados conidios cilindricos en forma
de cigarro, claros u oscuros, con 4 0 mas septas, se producen en conglomerados hacia el
apice del conidioforo, apuntando en distintas direcciones. El desarrollo de la colonia

sobre la semilla es similar al de Bipolaris spiciferum, pero con conidioforos mas cortos.

Helminthosporium sativum. Pammel, King y Bakke.

La colonia en semilla es de brillante color café oscuro a negro, esta compuesta
principalmente de masas densas de conidioforos y conidios. Los conidioforos son de
color café oscuro, cortos erguidos, en la mayoria de los casos individuales, solitarios o
en grupos pequeiios, rectos o alternamente doblados, miden hasta 220 um de largo, 6-10
um de ancho y producen 1-6 conidios separados por cortas distancias en la mitad
superior. Los conidios son curvos o rectos, de color café olivaceo oscuro, lisos, mas
anchos en el medio, con extremos redondeados y una nitida cicatriz dentro de la célula
basal, la parte final de las células terminales es subhialina, tienen 3-12 (en su mayoria de
6-10) septas y miden 4-120 x 17-28 pm.

Los conidios se ven negros y brillantes con un aumento bajo, pero con aumento
mas alto, son de color oliviceo oscuro. Tienen paredes gruesas, por lo general de 5-9
células, pueden ser rectos o ligeramente curvos y tienen una caracteristica forma de

barril.



Helminthosporium spiciferum. (Bainier) Subram.

La colonia en semilla es de color café, gris o negra, velluda, algodonosa o en
forma de cojin, esporula libremente con abundantes conidioforos parduscos individuales
o en grupos de 2 6 3. Se producen muchos conidios pequenos a intervalos muy cortos, lo
que da una apariencia de cepillo para botellas.

Los conidioforos son cafés y curvos, con numerosas y ostensibles cicatrices que
dan una apariencia de zigzag irregular. Los conidios son cortos, por lo general con tres
septas, de color café claro u oscuro, ovalados, curvos o rectos con extremos
redondeados, miden 20-40 um x 9-14 um. Los conidios son de color mas claro hacia las

células terminales.

Nigrospora. (Zimm)

La colonia en semilla inicialmente es blanca y los brillantes conidios negros se
destacan por contraste, dando a las colonias una apariencia llamativa bajo el microscopio
de diseccion. En los cultivos mas viejos, las hifas se oscurecen y, con la abundante
produccion de conidias, las conidias se observan negras. Los conidioforos son cortos,
inflados y de color café palido, salen de la hifa en angulo recto, producen conidios de

manera individual en la parte terminal.



Los conidios son de color café ahumado o de color verde azabache, esféricas o en
forma de huevos, miden 10-16 x 10-13 um y comtinmente tienen un didmetro de 12-14

pum.

Penicillium spp.

La colonia en semilla tiene un ritmo de crecimiento entre lento y moderado. El
micelio por lo general no es muy abundante, pero hay una generosa esporulacion que da
a la colonia una apariencia de cojin, cominmente en un tono azul / verde. Los
conidioforos generalmente son conspicuos, mas o menos erguidos, hialinos, rugosos o
lisos, septados, con una serie de ramificaciones que le dan la estructura caracteristica de
un cepillo, con tipicas fialides hialinas en forma de frasco que producen largas cadenas
secas de conidios. El “cepillo” puede estar constituido por un solo verticilo de fialidas o
una serie de ramificaciones en verticilo, cada una de las cuales termina en un verticilo de
fialidas. Los conidios son unicelulares, esféricos u ovoides, lisos o rugosos y de color
brillante, por lo general un tono de azul / verde. En algunas especies se forman

esclerocios.

Rhizopus Ehrenb.

La colonia en la semilla se extiende con rapidez por medio de estolones con

abundante micelio gris suelto. Los estolones producen numerosos esporangios de color

café y rizoides. Los estolones son hialinos y se forman de color café hacia los nudos,



cerca de los cuales puede haber una septa. Los rizoides son cortos y de color café, a
veces no existen.

Los esporangios surgen individuales o pequefios grupos de los nudos de los
estolones, son de color café, lisos o finamente rugosos, no septados, miden 1000-3500
um de largo y hasta 34 um de ancho. Los esporangios son esféricos, inicialmente
blancos y mas tarde negros, miden 100-350 pum de didmetro y tienen numerosas esporas.
Las columelas son de color café claro, subesféricas, miden 63-224 x 70-140 um y tienen
forma de paraguas después de la dehiscencia. Las esporangiosporas son amarillentas o
de color café diluido, esféricas u ovaladas, con estrias longitudinales, miden 5-8 x 20pum.

(Todos los anteriores hongos descritos, en base a Warham, (1984)

Mictoxinas

El termino micotoxina, como comunmente es usado, se refiere a metabolitos
fingicos que son toxicos para los animales, y el hombre. Las micotoxinas afectan a los
animales de diferentes maneras, causando desde pérdida de peso, temblores y perdida de
la coordinacion muscular, hasta cancer y muerte del animal. Estas son usualmente
encontradas en alimentos y forrajes que son injeridos por los animales. Como un grupo,
las micotoxinas son compuestos relativamente termoestables, no son antigénicos y son
efectivos en cantidades muy pequefias. La produccion de micotoxinas varia de cepa a

cepa entre las especies de hongos toxigenicos (Hesseltine, 1974)



HONGOS METABOLITO TOXICO PRIMARIO
Aspergillus flavus Aflatoxina

Aspergillus parasiticus Aflatoxina

Aspergillus ochracecus Ocratoxina

Aspergillus versicolor Esterigmatocistina

Aspergillus terreus Patulina

Fusarium graminearum Citrinina

Fusarium nivale Acido kdjico

Enfermedad Punta Negra

Causada por Alternaria, Helminthosphorium y Fusarium. El pericarpio de los
granos de trigo en maduracion se tornan de color café oscuro o negro y esta coloracion
generalmente se limita al &pice germinal. Si la enfermedad es causada Alternaria, el
color oscuro afecta solo el pericarpio, cuando la infeccion es provocada por las especies
Helminthosporium y Fusarium, puede resultar invadiendo al germen, que se dafia o
muere. Otros hongos pueden causar punta negra, pero los tres mencionados son los mas
comunes. Generalmente estos hongos infectan al grano durante el estado mazoso. La
incidencia de la enfermedad aumenta, cuando predomina el tiempo humedo. También
puede afectar al triticale y varias gramineas afines. Los efectos son principalmente la

disminucién de la calidad y viabilidad de la semilla. (Centeno, 1994)

Resistencia de las Semillas Localizadas en el Interior de las Cubiertas.

El nucelar, cuando la semillas son infectadas por hongos, la hifa penetra la

calaza, pero no invade al embrion inmediatamente, crece un poco en el interior de las

cubiertas de la semillas, el embrion es cubierto por un tejido delgado llamado nuclear.




La dormacia de la semilla contribuye a la resistencia del deterioro. Aunque la dormancia
no contribuya a la resistencia de la degradacion microbial. Las enfermedades en la
cebada, trigo y avena causadas por Helminthosporium son comunes y similares, tiene
amplia distribucion y ocasionan pérdidas considerables afio con afio, aunque tales
pérdidas dependen del cultivo, la variedad, plantas y condiciones favorables. (Camacho,

1994)



MATERIALES Y METODOS

El trabajo que a continuacion se presenta, se realizd en el Laboratorio de
Fitopatologia del Departamento de Parasitologia, paralelamente con el Laboratorio de
Ensayos de Semillas del Centro de Capacitacion y Desarrollo de Tecnologia de Semillas
de la UAAAN. Se realizaron pruebas de sanidad de semillas (prueba placa agar y papel
secante congelamiento), pruebas fisicas (contenido de humedad, peso volumétrico, peso

de 1000 semillas y andlisis de pureza)

Se utilizé cuatro materiales de trigo de la Region de Navidad, N.L. del ciclo de
produccion del 2000-2001. Los materiales utilizados fueron: AN 67-98, AN 55-90, AN

5-81Y AN 1185-95. Todos estos fueron facilitados por el Programa de Cereales.

Pruebas de Sanidad

Placa Agar. Prueba general de deteccion de Micoflora, en donde se realizo el siguiente

procedimiento:

¢ Homogenizacion de la muestra.

¢ Seleccion del material de prueba. Se seleccion6 100 semillas al azar de la
muestra de cada una de las Unidades.

¢ Posteriormente estas semillas se desinfectaron con cloro comercial a una

concentracion del 10%, por 3 minutos en constante agitacion en un Matraz de



250 ml, completamente esterilizado. Posteriormente se lavo con agua destilada
estéril por un minuto.

¢ Estas son depositadas en un papel secante estéril por un minuto para su secado en
la camara de transferencia. Con la ayuda de mecheros, pinzas, atomizador,
marcador, papel secante, sellador, se procedio a llevar a cabo la siembra en el
medio de cultivo.

» Se colocaron 10 semillas por cada caja petri en forma equidistante una de otra

L)

(10 repeticiones/cada material) tratando en lo maximo evitar alguna
contaminacion que pudiese interferir con los resultados. Cabe mencionar que la
camara de transferencia fue encendida antes de realizar la siembra por un tiempo
de 15 Minutos y completamente desinfectada.

¢ Cada caja petri fue marcada con los datos del nombre del material, fecha de
siembra, cultivo. Una vez selladas las cajas se transportaron a la incubadora por
aproximadamente 5-8 dias para lograr el crecimiento, y posteriormente sacados
por dos dias para estimular la esporulacion.

» Esta prueba se evalud de la siguiente manera: En un principio se contabilizo la

L)

incidencia de coloraciéon de cada crecimiento fungoso en cada caja petri.
Posteriormente se llevd a cabo montas rapidas y semipermanentes y con ayuda
del Microscopio se observd detalladamente y se determin6 el Genero y especie.

(Barnett y Hunter, 1972)

Prueba papel secante congelamiento

% Homogenizacion de la muestra.



0

0

L)

L)

Por cada material se seleccionaron 400 semillas al azar de la muestra. Se sembr6
en 5 repeticiones utilizando paneras de plastico conteniendo 80 semillas por
repeticion.

La siembra se llevo a cabo en la cdmara de transferencia evitando contaminacion
alguna, cada una de las paneras se les coloco dos capas de papel secante,
humedecidas sin escurrir, con agua destilada estéril.

Las semillas se trataron con una solucion de cloro comercial al 10 % de
concentracion, tomando en cuenta el mismo tiempo de desinfeccion y lavado
que para el método de placa agar.

Una vez lista la siembra, las paneras fueron incubadas a temperatura ambiente y
esperar la respuesta del embrion (semilla hinchada) para posteriormente ser
llevada al Laboratorio de Parasitologia molecular y colocarlas en el congelador a
—20" C por 24 hrs. (Para lograr la muerte del embrion y se evite la resistencia
hacia el crecimiento del patdégeno)

Posteriormente son llevadas las cajas a la cdmara de transferencia a temperatura
ambiente, para esperar el desarrollo del hongo sin inhibicién alguna. La
identificacion en un inicio fue por coloracion de crecimiento, determinandose en
forma visual y posteriormente con ayuda de los microscopios, mediante montas

directas y permanentes y con la ayuda de claves (Barnett y Hunter, 1972)

Pruebas Fisioldgicas.

Germinacion Estandar

/7
°

Se homogenizo6 el material experimental, para que la muestra que se obtenga sea

representativa.
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Se seleccionaron al azar 400 semillas de la muestra de cada material.

Las semillas, antes de realizar las siembras son tratadas con captan para evitar
problemas con hongos.

Se procede a realizar la siembra en papel secante, colocando un pliego abajo y
otro arriba de las semillas. Las semillas se colocaron equidistantes una de otra,
con la marca del embrion colocadas hacia la misma direccion. Previamente a la
siembra las toallas son humedecidas con agua de la llave para estimular el
hinchamiento de la semilla.

Las semillas son envueltas en tacos, indicando en cada uno de ellos, la direccion
del embrion, nombre del material, fecha de siembra y cultivo.

Los tacos se colocaron en el interior de una bolsa, posteriormente en una gradilla

y llevados a la camara germinadora.

La prueba tiene una duracion de 7 dias, realizando un primer conteo a los 4 dias después

de haber realizado la siembra y a los 3 dias posteriores de realiza un segundo conteo.

En ambos conteos se toman en cuenta los siguientes parametros: Plantas normales,

plantas anormales y semillas no germinadas.

Vigor con Envejecimiento Acelerado

Como se indica en cada prueba, la muestra debe ser homogenizada
correctamente.

Se selecciona 400 semillas de cada uno de los materiales a evaluar.

En un vaso de Precipitado de 500 ml, se le aiade 100 ml de agua, se coloca al

fondo un tubo de alambre, que sostendra a la malla galvanizada, y esta a su vez



contiene a las semillas ( 200 semillas por vaso) con la indicacidon del nombre del
material, fecha de colocacion y repeticion.

¢ Estos vasos fueron colocados en la camara por 48 hrs. y manteniendo una
humedad relativa del 100 %.

% Una vez pasadas las 48 hrs., estas se retiraron de la camara y se procede a
realizar la siembra como una prueba de germinacion estandar. Llevando a cabo el
tratamiento de la semilla con captan. Se envuelven 4 tacos de 100 semillas por
cada uno de los tratamientos (total 16 tacos de 100 semillas)

Estos tacos llevan la misma informacién de identificacion que los realizados para

la prueba de germinacion.
Para la evaluacion de esta prueba se realiza solamente un solo conteo para los
siguientes parametros: Plantas normales, plantas anormales y semillas no germinadas.

Para las 4 repeticiones por cada uno de los materiales se obtiene una media para cada

parametro y se representa en porcentaje.

Pruebas Fisicas.

peso volumétrico.

Se homogenizo6 la muestra perfectamente:

X/

+ Se llena un vaso de precipitado de 600 ml con semilla, posteriormente esta se

deja al ras con una regla, pasandola sobre la boca del vaso en forma de zic-zac.

X/

*» El contenido del vaso se pesa en la bascula de cuchara.

X/

« Se registran los datos de cada peso del material, este procedimiento se repite tres

veces por unidad experimental.



¢ Se determina el volumen del vaso del precipitado afiadiendo agua hasta el tope
con la ayuda de una probeta graduada. El resultado del peso volumétrico debe

estar representado en Kg/HL

Determinacion del contenido de humedad.

Para esta prueba se utiliza el determinador de Humedad “MOTOMCO”
Antes de iniciar con la medicion el determinador se calibra siguiendo el procedimiento
siguiente:
% Se calibro a 53 en la escala (seglin manual del equipo)
El botén de funcion se coloca en calibracion y se trata de que la aguja se corra lo mas
posible hacia la izquierda con el botén micrométrico. Procediéndose a determinar la
humedad, para ello se necesit6é 250 gr. de semilla de trigo.
% Se vaciaron los 250 gr. al cilindro del determinador de humedad. Se oprimi6 el
botdn de este para que la semilla caiga en el determinador.
% Se ajustd en el boton de funcion a operacion y con el tornillo macrometrico se
corre la aguja lo més que se pueda hacia la izquierda y se toma la lectura.

Con la lectura que se obtuvo, se determiné el porcentaje de humedad mediante las tablas

del manual del aparato, obteniéndose la humedad en porcentaje.

Peso de mil semillas.

E s una prueba consiste en lo siguiente:

% Se homogenizo la muestra, se tomaron ocho repeticiones de 100 semillas.



¢ Estas submuestras de 100 semillas son pesadas en la bascula del laboratorio.
+» De cada repeticidon se suman los pesos y se obtiene una media, esta se multiplicd

por diez, este sera el peso de 1000 semillas por cada uno de los materiales.

Identificacion de Patogenos

Una vez terminado el periodo de incubacion de las pruebas de sanidad utilizadas,
se procedio a realizar montas semipermanentes y permanentes de los diferentes hongos
detectados, separando estas colonias de acuerdo a color en dichas pruebas, se caracterizd
para Géneros de hongos mediante las claves taxondmicas para hongos imperfectos de
Barnett & Hunter (1972), se hicieron observaciones y mediciones de conidias, numero
de células o septas, formacion de clamidosporas entre otros, se tomo la media de treinta

mediciones para cada observacion.

Se realiz6 también la identificacion a nivel especie, para los diferentes hongos
detectados, siendo dichas claves taxondmicas tales como la de Booth (1977), Warham

(1996), Zillinsky (1984)



RESULTADOS

Los hongos 1identificados en este trabajo, fueron Alternaria, Helminthosporium,
Fusarium y Nigrospora, en las diferentes pruebas de sanidad realizadas, se detectod

también Rhizopus y Penicillium, siendo considerados como hongos contaminantes.

Con respecto al Género Alternaria, el promedio de las mediciones de conidias
fueron 21p de largo y 59u de ancho tipo dictiospora, polimorfica, con pico
pronunciado y en conjunto formando cadenas o tipo longicatenate, con una coloracion
gris olivo ¢ café en medio de cultivo PDA, toda la caracterizacion anterior concuerda
con la especie alternata, lo anterior también puede ubicarse dentro de otras especies, tal
es el caso de la especie triticina, entre otras, por lo tanto es de suma importancia, para la
situacion fitopatologica que guarda esta especie ( Figura: A1, A2, A3, A4, A9y A20)

Para la identificacion de la especie de Alternaria, se dificultd la caracterizacion
de las conidias ya que estas presentaron similitud en la mayoria de las especies, asi como
en el crecimiento en medio de cultivo, formacion de cadenas de conidios, numero de
septas, formacion de pico y ocasionando que en etapas tempranas de formacion de
conidias pueda confundirse con otras especies.

En el género Helminthosporium se determinaron las especies: sativum,
spiciferum, hawaiense, esto fue mediante claves taxondmicas de Graham (1996) y
Zillinsky (1984) caracterizando también tamafio de conidios. Para la especie sativum la

media de un promedio de treinta mediciones fue de 4-100 de largo y 15 — 22u de largo,

para la especie spiciferum de 20-30 x 8-12p y para la especie hawaiense de 12-35 x 4-9u



Otra caracteristica en la identificaciéon de este hongo fue la morfologia del
conidioforo terminal donde se producen las conidias, presentando para la especie
sativum liso y redondeado, en el caso de spiciferum fue en forma de zig- zag y para
hawaiense fue corto y produjo los conidios en conglomerados en la punta, otro aspecto
dentro de la caracterizacion, fue la coloracion de la colonia en medio de cultivo, siendo
estos los siguientes: Para la especie sativum presento un color café oscuro o negro
brillante y fructificacion solitaria, rara vez en grupo, para spiciferum presento una
coloracion café gris o negra en la semilla olivaceo con fructificacion ramificado que van
de 3 a 5 septas por conidias y por ultimo, para hawaiense tuvo una coloracién mas clara,
entre negro a café oscuro que la anterior y con fructificacion tanto solitaria como en
grupos, todo lo anterior, en base a claves taxondmicas de Graham (1996) (Figuras: AS,
A6, A7, A8, A10, All,y A12).

Dentro del genero Fusarium se identificaron las siguientes especies: tricintum y
poae, la caracterizacion se hizo en base a la presencia de macroconidias, siendo la media
de un promedio de treinta observaciones. Para poae, la macroconidia estuvo ausente,
para tricintum, la macroconidia midi6 23-48 de largo x 4p de ancho con clamidosporas
esféricas, presentando de 3 a 5 septas, en base a claves taxondmicas de Graham (1996)
y Zillinsky (1984), para el caso de poae las microconidias esféricas midieron 7-9u

(Figuras: A13, A14, A15, Al6y Al7,).



Prueba Placa Agar (PDA) para Punta Negra

Los resultados obtenidos en esta prueba, muestran al hongo Alternaria spp. con una

incidencia del 100 por ciento para los materiales: AN 5-81, AN 55-90, AN 67-98 y de

86 por ciento para el material AN 1185-95, lo que demuestra que son materiales recién

cosechados, por la presencia de dicho hongo, mostrando este mayor habilidad

establecerse en dicho medio de cultivo, no asi para el caso del hongo Nigrospora spp,

quién presento una incidencia del 8 por ciento y solo para el AN 1185-95. En la Figura

4.1 se observa el comportamiento de la incidencia de Alternaria spp y Nigrospora spp

en los genotipos de trigo en estudio.
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OAN 5-81

B AN 55-90
CJAN 67-98
OAN 1185-95

Figura 4.1: Incidencia de Alternaria y Nigrospora, en cuatro genotipos de trigo,

mediante la prueba de agar especifica para punta negra.

Prueba Papel Secante Congelamiento

En esta prueba el hongo Alternaria spp muestra un comportamiento similar que

en la prueba anterior, solo que la incidencia baja entre 69 por ciento y 74 por ciento




como se puede observar en la Fig. 4.2, También se detectd6 a Helminthosporium spp,
con una incidencia que va del 4.6 por ciento a 9.4 por ciento, lo que demuestra que en
esta prueba que el hongo puede expresarse y no ser inhibido por una posible
competencia con el Aternaria spp. Estos mismos resultados concuerdan con Centeno
(1994) quien en pruebas de sanidad aisl6 a estos hongo. El comportamiento de los

hongos en cuestion se sefialan como hongos de campo.
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Figura 4.2.- Incidencia de hongos detectados en la prueba de sanidad papel
secante congelamiento en cuatro genotipos de trigo.

Prueba Placa Agar. Prueba General

Esta prueba tiene un comportamiento similar a las anteriores y mas similar a la
Prueba de Sanidad de punta negra. Como se puede observar en la Figura 4.3. Los
resultados observados en las pruebas en estudio presentan un mismo comportamiento, 1o
que se puede senalar como las bondades de cada prueba, sobre todo el costo, que en este
caso la prueba de papel secante congelamiento, viene a ser mas barata que las dos

restantes.



El método de placa de agar que es un medio que proporciona nutrientes para
expresar los hongos presentes en ella, por lo que Alternaria se manifestd en todos los
materiales con un porcentaje del 73 al 100 por ciento. Sin embargo Fusarium
unicamente se presento en el genotipo 1185-95 con un 9 por ciento y fue el material con

menor incidencia de Alternaria, pero ademas present6 a Rhizopus y Helminthosporium.
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Figura 4.3: Incidencia de hongos detectados en cuatro genotipos de trigo
mediante la prueba general con placa agar.

Prueba de Germinacion

Esta prueba demuestra que la presencia de los hongos detectados en este estudio
no presentaron un efecto directo sobre la calidad de la semilla, lo que si queda claro es
que los resultados de estas pruebas determinan a los materiales de trigo en estudio con
buena calidad segin se muestran en la Figura 4. Hay estudios que senalan a punta negra,
como una enfermedad que afecta en forma negativa un efecto negativo el vigor del

trigo, Zillinsky (1984), mientras que en este estudio no fue asi.
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Figura 4.4 .- Porcentaje de plantulas normales, anormales y semillas no germinadas
en la prueba germinacion de cuatro genotipos de trigo.

Prueba de Vigor

En la Fig. 4.5 se observan los resultados del vigor que sefialan a los materiales de
trigo dentro de buena calidad, lo cual indica que estos hongos no estan afectando a la
semilla, no asi una vez que son dispersadas o diseminadas a otras regiones o a nivel de
campo, es decir la semilla portadora de estos hongos, es potencialmente una fuente de

inoculo muy importante, debido a que en muy baja incidencia, puede detonar epidemias.
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Figura 4.5: Porcentaje de vigor en cuatro genotipos de trigo.

Pruebas Fisicas

De los resultados obtenidos en todas estas pruebas realizadas, se determina que el
lote de semillas analizada, cuenta con una buena homogeneidad en sus componentes de
acuerdo. El manejo agrondmico se dio por igual y en el momento que el cultivo lo
requeria, las fertilizaciones, insecticidas, funguicidas, manejo en campo fue eficiente. El
grano fue cosechado en el momento justo en que se requeria. Con base en lo anterior

mencionado, a continuacion se muestran el cuadro de concentracion para las tres pruebas

fisicas realizadas.

Cuadro 1.- Concentracion de datos para las pruebas fisicas realizadas.

MATERIAL Peso volumétrico Peso de mil semillas | % HUMEDAD
AN 5-81 81.32 KG/HL 33.60 grs 8.42
AN 55-90 78.60 KG/HL 32.70 grs 8.42
AN 67-98 78.25 KG/HL 31.30 grs 8.42
AN 1185-95 77.71 KG/HL 31.80 grs 8.22




Para la prueba fisica peso volumétrico el genotipo que presento mayor valor fue

AN 5-81 y el menor valor result6 para AN 1185-95. De manera general no hay

diferencia entre los pesos, de manera que los cuatro genotipos son homogéneos.

En lo que respecta al peso de mil semillas, el mayor peso resulté 33.60 grs. para

el genotipo AN 5-81 y el menor para el AN 67-98 con 31.30 grs.

El mayor contenido de humedad resulta ser: AN 5-81, 55-90, 67-98 y 1185-95 en

orden de importancia. Estas humedades de semillas estan en el rango para semillas de

trigo.

DISCUSION

Cuadro 2 y 3. Incidencia de hongos detectados en cuatro genotipos de trigo de Navidad,
N.L. del ciclo 2000 — 2001 en diferentes pruebas de sanidad.

Pruebas de sanidad

Incidencia de Alternaria (%)
Materiales de trigo

AN & et AN 55-90 AN 67-98 AN 1185-95
PDA (Punta Negra) 100 100 100 86
Congelamiento 74.6 69.6 70.6 71.6
PDA (Gral.) 100 97 97 73
Pruebas de sanidad Incidencia de Helminthosporium (%)
Materiales de trigo
AN 5-81 AN 55-90 AN 67-98 AN 1185-95
PDA (Punta Negra) 0 0 0 0
Congelamiento 4.6 94 9.0 8.4
PDA (Gral.) 0 0 0 4




En la prueba placa agar especifica para punta negra se detectd una alta
incidencia del hongo Alternaria, no asi para los otros hongos. Los genotipos mas
contaminados fueron AN 5-81, AN 55-90, AN 67-98 y el AN 1185-95 solamente
present6 un 86 por ciento. Como en esta prueba, la semilla a utilizar se seleccion6 con
los sintomas de punta negra en el embridn, resulta ser que alternaria causa la
enfermedad y tiende a inhibir la expresion de los agentes causales por presentar mayor
inoculo en la semilla.

En lo que respecta al método de papel secante congelamiento, Alternaria se
comporta de igual manera, pero ahora en un menor porcentaje permitiendo la expresion
de Helminthosporium y Fusarium, para Helminthosporium permitio la expresion en los
cuatro genotipos y para Fusarium solamente AN 5-81 y AN 55-90. Esta prueba permite
la expresion de una mayor cantidad de hongos y esto se debe al mayor tamafio de
muestra de la semilla analizada y porque sometié a congelamiento el embrion, el cual
muere y de esta manera se evita la resistencia de la semilla hacia la expresion de los

patogenos.

Para la prueba PDA (Gral.) la expresion del hongo Alternaria resultd ser alta
inhibiendo la expresion relativa de Helminthosporium 'y Fusarium. Para
Helminthosporium se expresa en un 4 por ciento en el genotipo AN 1185-95 y para
Fusarium solamente fue de 9 por ciento en el mismo genotipo. La expresion de una
mayor cantidad de hongos para esta prueba se debid al mayor tamafio de la muestra de

semilla tomadas al azar.



CONCLUSIONES

1.- La enfermedad punta negra es causada por los hongos Alternaria alternata,
Helminthosporium con tres especies caracterizadas y Fusarium con dos especies

caracterizadas, siendo estos minimos en relacion con Alternaria.



2.- Los hongos detectados en este estudio no tienen efecto en la calidad fisiologica y

fisica de las semillas.
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ANEXO

Figura Al Figura A2 Figura A3 Figura A4

Figura AS Figura A6 Figura A7

Figura A8 Figura A9 Figura A10 Figura Al1




Figura A12 Figura A13 Figura A14 Figura A15

Figura A17 Figura A18 Figura A19 Figura A20

Fig. Al Conidia de Alternaria en cadena 40 X.Monta de medio pda. Semipermanente.
Fig.A2 Conidia de Alternaria alternata. Notese el pico pronunciado. Conidio maduro
100X. Fig. A3 Conidio maduro de Alternaria alternata 100 X Notese la forma y el
numero de células. Fig. A4 Conidio de Alternaria vista con el objetivo de 40 X. Fig.AS
Helminthosporium trincitum.conidio y conidioforo por 40 X. Fig. A6 Helminthosporium
trincitum, notese la terminacion del conidioforo en forma de zig-zag. Fig. A7
Helminthosporium sativum, colonia en semilla de trigo vista por el microscopio de
diseccion. Fig. A8 Colonia de Helminthosporium trincitum en semilla. Fig. A9 Colonia
de Alternaria en pda. Notese la coloracién del crecimiento. Fig. A10 Conidios de
Helminthosporium sativum 100 X, notese el tamafio y numero de células. Fig. All
Colonia de Helminthosporium spp en medio pda. Fig. Al2 Conidios de
Helminthosporium hawaiense, notese el tamafio y numero de células. Fig. A13
Conidioforo y clamidosporas esfericas de Fusarium trincitum 40 X. Fig. A14 Fusarium
trincitum 40 X. Fig. A15 Colonia de Fusarium poae en pda, notese la coloracion café
rojiza. Fig. A16 Colonia de Fusarium trincitum, notese la coloracién naranja en pda.
Fig. A17 Fusarium poae, notese los microconidios esfericos. Fig. A18 Colonia de
hongos en papel secante, notese la diversidad de colores. Fig. A19 Colonias en pda. Fig.

A20 Colonia del hongo Alternaria en pda, notese la coloracion café-olivo.










