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RESUMEN

El impacto directo de hongos en la semilla es considerable. Muchos hongos son parasitos
serios de la semilla, reduciendo calidad y cantidad de producciones de semilla.

Todas las semillas albergan una amplia variedad de organismos que se pueden encontrar,
en el interior o en la superficie como contaminantes y de esta manera sirven como
vehiculos de transporte hacia diferentes zonas geograficas.

El estudio fue realizado con el proposito d identificar la miclofora asociada a semilla de
trigo (Triticum aestivum )y determinar la incidencia y severidad de carbones cubiertos en
materiales producidos por la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro ubicada en
Buenavista, Saltillo México.

Se evalto la incidencia de los patdgenos por el método de siembra en Placa Agar, el de
Papel Secante Congelamiento y , ademas mediante el método de lavado se determino la
presencia de carbon cubierto en trigo.

Los hongos de mayor incidencia encontrados en semilla de trigo, en este estudio fue el
genero Alternaria, que en materiales alcanzo mas del 80 por ciento, seguido por
Helminthosporium con mayor incidencia, en la prueba Papel Secante Congelamiento.

Los hongos identificados presentes en semilla de trigo en los materiales de estudio
fueron: Alternaria sp, Helminthosporium sativum, Fusarium poae 'y otros hongos
contaminantes como Rhizopus 'y Penicillium. Para el caso de deteccion de carbones se

encontro Tilletia laevis y T. caries.



INTRODUCCION

El 90 % de los cultivos destinados a la alimentacion humana y animal, requiere
el uso de semillas, de ahi que estos sean el principal insumo para la produccion de
alimentos de origen vegetal, por otra parte, se sefala que alrededor del 12 % del
potencial de la produccion agricola se pierde debido a las enfermedades (Moreno, 1993)

La calidad de la semilla es muy importante para lograr altos niveles de
productividad, por lo que los cultivos deben manejarse apropiadamente durante todas las
etapas de produccion, principalmente en las que los factores ambientales, enfermedades,
insectos, métodos de cosecha y condiciones de almacenamiento afecten severamente
esta. Las semillas constituyen un mecanismo muy importante de dispersion de
patogenos a través del tiempo y en el espacio, todas las semillas pueden albergar una
amplia variedad de organismos, pudiendo encontrarse en el interior o en la superficie
como contaminantes y de esta manera sirve como vehiculo de transporte hacia diferentes
zonas geograficas (Bernal et al, 2000).

El hombre, es causante de la propagacion de fitopatdogenas a grandes distancias
por el transporte de partes o productos vegetales como semillas (De la Isla, 1984)

Los tratados, convenios entre las naciones. Son una forma de movilizacién de
semillas asi también el intercambio de conocimientos en especie lleva consigo a la

introduccion de fitopatogenos a lugares donde no se encontraban (Moreno, 1993)



El impacto directo de hongos en la semilla es considerable. Muchos hongos son
parasitos serios de la semilla, reducen cualitativa y cuantitativa producciones de semilla.
Otros hongos, incluyendo saprofitos, y parasitos débiles, pueden bajar la calidad de la

semilla causando la descoloracion que puede despreciar seriamente el valor comercial de

las semillas (Neergaard,1977).

Objetivos



e Conocer la micoflora asociada a la semilla de trigo en cuatro materiales de la

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro procedentes de Navidad Nuevo Ledn.

e Conocer laincidencia de cada hongo en presente en la semilla de trigo.

e Deteccidon y determinacion de incidencia y severidad de carbones en semilla de

trigo, en dos materiales procedente de Zaragoza, Coahuila.

e Conocer la calidad fisiologica de semillas de trigo de los materiales de Navidad

Nuevo Leon.

Hipotesis

Los hongos causantes de la enfermedad de trigo ” punta negra " y carbones de
trigo, eran detectados en una incidencia y severidad mayor del 50 por ciento, en los

materiales de estudio.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del Cultivo

El trigo es el cultivo con mayor superficie destinada a la produccion mundial y
el volumen de su cosecha es mayor que la de cualquier otro alimento. Este cereal
pertenece a cuatro especies del genero Triticum, donde T.aestivum, conocido como trigo
hexaploide, panadero, harinero o comun, es el mas cultivado y mas importante
economicamente (Villasefor y Espitia 2000).

La producciéon mundial es superior a los 579 millones de toneladas, dentro de los
cinco paises productores de trigo en el mundo, en orden de importancia son: China,
E.U.A, India, Rusia y Francia. China produce cerca del 20 % del volumen mundial, sin
embargo, importa poco mas de 8 millones de toneladas para cubrir sus necesidades como
consecuencia de su alto consumo percapita (94 kg. al afo) y de su elevada poblacion
( Villaseior, 2000).

La producciéon de trigo en México se localiza en su mayoria en las regiones
Noroeste (Baja California, Sonora y Sinaloa) y el Bajio (Guanajuato, Jalisco y Michoacan)
aunque su cultivo se desarrolla en mas de 20 estados del pais, con una superficie

cultivada del periodo de 1995 - 1997 de 894 has. (SAGAR, 1997).

A partir de 1985 a 1997 en donde se tiene una reduccion en la superficie sembrada
a consecuencia de la problematica que ha tenido este cereal sembrado bajo condiciones de

riego, en donde destaca lo siguiente: 1) Problemas fitopatolégico como el carbon parcial



que ha limitado seriamente la siembra de trigo en Sonora y Sinaloa. 2) Escasez de agua
para la siembra, situacion que ha requerido de la importacion en promedio por afo de
1995 a 1997 de 1.35 millones de toneladas para cubrir la demanda interna nacional de

consumo percapita de 54 kg/ano ( Villasenor y Espitia 2000).

Enfermedades de semillas causadas por hongos

Los hongos son los patdgenos mas importantes de las plantas y también lo son en
cuanto a patogenos acarreados por semilla. Las bacterias, los virus y los viroides también
son acarreados por semilla, no a si los micoplasmas,ni las ricketsias ( Moreno, 1988).

El impacto directo de hongos en la semilla es considerable. Muchos hongos son
parasitos serios de la semilla, reducen cualitativa y cuantitativa producciones de semilla.
Otros hongos, incluyendo saprofitos, y parasitos débiles, pueden bajar la calidad de la
semilla causando la descoloracion que puede despreciar seriamente el valor comercial de
las semillas (Neergaard,1977).

Los tipos siguientes de enfermedad y de desorden se encuentran, a menudo en
combinacion: aborto de semilla, semilla contraida, talla reducida, pudricidon, sclerotisacion
o stromatisacion, necrosis, descoloracion, reduccion o eliminacion de la capacidad de la
germinacion, alteraciones fisiologicas en semilla.

En el aborto de la semilla, los ejemplos mas prominentes de los hongos que producen el
aborto son los hongos que infectan los cereales y las hierbas sistémicamente, como el
hongos del cornezuelo del centeno. Los 6rganos de la flor de los hospederos  son
substituidos por las fructificaciones de los parasitos.

La reduccioén de tamafio en semilla en cruciferas tenemos a Alternaria brassicola y

Phoma lingam, en la cebada Drechlera teresy Septoria nodorum en trigo.



Pudricion de semilla. muchos hongos transportados por semilla producen la pudriciones
de semilla en la cosecha o durante la germinacién. Los ejemplos son Fusarium en cereales,
incluyendo Fusarium avenaceum, F.culmorum, F.graminearum, F.moniliforme, F. nivale
y F. semitectum (Neergaard,,1977).

Muchas especies de Drechslera causan pudriciones de semilla, D. oryzae en el
arroz, D. maydis en el maiz, D. sorokiana en cereales y en muchas otras clases, en la
cosecha de semilla.

Sclerotisation, stromatisation. La transformacion de los 6érganos florales en semilla, es una
condicioén importante de la enfermedad en ciertas categorias de hongos y su hospedero. Los
cornezuelos de centeno producido por Clavicep purpurea y otras especies de Claviceps en
cereales y pastos.

Muchos hongos de la pudricion de la semilla producen necrosis superficiales en la semilla;
otros hongos nunca penetran profundamente en la testa, la mayoria de los hongos.

En las leguminosas el hongo de la antracnosis en semilla Colletotrichum spp. a menudo
penetra en la pulpa de los cotiledones, produce lesiones necroticos en la semilla de frijol,

soya y otros hospederos (Neergaard,1977).

La decoloracion es un importante factor de degradacion en las semillas para el
consumo en grano o para los propdsitos industriales, puede ser un indicador general de
mala calidad, despreciando a menudo seriamente, su valor comercial. Hay por lo menos
tres categorias de la decoloracion de la semilla cuando se consideran las causas y los

efectos: lesiones necroticas superficiales, capas fungosas 'y pigmentacion. En cereales este



tipo de contaminacidon es frecuente, como lo puede ser la punta negra, causado este por:
Drechslera sorokiana en diferentes cereales, D.teres en cebada, D.oryzae en arroz,
conjuntamente con Alternaria sp. Y Cladosporium cladosporioides. (Neergaard,1977).

La reduccion o eliminacion de la capacidad de la germinacion, obviamente, las
necrosis o las putrefacciones mas profundamente penetrantes en la semilla reducen la
viabilidad de la semilla, de su longevidad en almacenaje y de su aparicion en campo. Pero
también las infecciones que no causan la putrefaccion se saben bajan la viabilidad. Las
semillas de cebada o del trigo en los cuales Ustilago nuda y U. tritici estan presentes es
inactivado el micelio en el embrion. Los nucleos de trigo, infectados por Podosporiella
verticillata suspende la germinacion posiblemente por las toxinas que el hongo produce.
Las alteraciones fisiologicos y otros efectos en semilla. Los producen productos
metabolicos de microorganismos transportados por semilla pueden afectar a la semilla, asi
mismo o pueden tener otras consecuencias a veces serias, tales como toxicidad a los
animales y a los seres humanos. Aspergillus flavus, que produce la aflatoxina toxica y
carcinogena en cacahuate y Penicillium oxalicum causa amarillamiento de las hojas en el

maiz (Neergaard,1977).

Localizacion y puntos de entrada de la infeccion a la semilla

Las semillas estan compuestas de uno o varios embriones, reservas nutritivas

conocido como el endospermo y una o varias capas protectoras ( testa) originadas a partir



de los tegumentos del 6vulo, del ovario, de los tejidos de otras partes de la flor e incluso
de la inflorescencia (Vencer, 1989).

Los hongos se pueden localizar en la testa, en el endospermo o en el embrion, o a la vez
en mas de una de estas estructuras o bien como contaminantes, por lo tanto los hongos en
las semillas son acarreados en dos formas como una infeccion, cuando el patdégeno ha
invadido los tejidos de las plantas o como una infestacion, cuando va como contaminante,
en forma de esporas y esclerocios directamente sobre la semilla ( Moreno, 1993).

En la formaciéon o la semilla madura se puede infectar; directamente de la planta
de la madre o por la transmision del exterior. La infeccion directamente de la planta de la
madre se puede introducir a través del pedicelo o pedunculo del tallo de la flor o de la fruta
o directamente de la superficie de la semilla.

La infeccion del exterior se puede introducir a través del estigma, de la pared o del
pericarpio del ovario, y del tallo de la flor o de la fruta, y mas adelante a través de la capa
de la semilla. Un patdégeno puede penetrar varias de estas partes de la semilla, y
alternadamente las infecta. Todos los virus transportados por embrion puede asumirse
que invaden el 6vulo de la semilla a través del funiculo, asi como muchas bacterias
como puede ser Xanthomonas phaseoli utilizan este medio de penetracion.

La infeccion vascular de especies de fusarium, como lo son F.moniliforme, F.oxisporum
en algodon, son ejemplos serios de hongos transportados por semilla que penetra por el
sistema vascular a través de los foniculos en la semilla (Neergaard,1977).

Otros hongos penetran al embrioén a través del estigma, Los carbones voladores o
descubiertos del trigo y la cebada Ustilago nuda y U. tritici, son cldsicos ejemplos de
hongos transportados por semilla del tipo de infeccion via embrién a través de las

paredes del ovario y la testa, aunque este tipo de infeccion no esta bien clara.



Algunos hongos no infectan a la semilla, si no que van con ellas como contaminantes,
adheridos o no a la superficie de las semillas. Como por ejemplo Tilletia caries, Tilletia

controversa'y T. foetida en trigo (Moreno, 1993).

Taxonomia de los principales Hongos en semillas de trigo
Super reino : Eukarionta

Reino : Miceteae

Subdivision : Deuteromycetes

Clase: Deuteromycetes

Subclase: Hyphomycetidae

Orden: Moniliales

Familia: Moniliaceae

Géneros: Fusarium, Alternaria

(Alexopoulos y Mims, 1979)

Enfermedades causadas por Alternaria
Las especies de alternaria pueden ser parasitos de plantas o saprofito de
materia organica (Roten, 1994).
Neegaard 1977 enumerd 36 de las 44 especies del Alternaria son transportadas por
semilla, las cuales pueden causar manchas foliares y enfermedades en la semilla como
punta negra, en asociacion con otros patdgenos.
Las manchas foliares por Alternaria triticina es una de las especies muy severas que

atacan al follaje y la semilla.



Alternaria triticina

Se considera como una de las enfermedades foliares mas importantes del trigo
transmitida por semilla, en los estados de la India. Prabhu y Prasada, 1966. Mencionan
que los materiales Mexicanos y sus derivados son relativamente mas susceptibles.

La enfermedad primero fue sefialada por Kulkarni (1924) en la estacion de Pusa y
Bihar, y posteriormente en otras regiones de la India (Prabhuy Prasada, 1966).

En epidemias severas las pérdidas de la produccion pueden exceder del 60%

(Prabhu y Singh, 1974; Sokhi, 1974).

Se conoce muy poco de este patdgeno y esta enfermedad, de 55 publicaciones en trigo,
49 senalaron su ocurrencia en la India y solamente se sefialaron seis de otra parte
(Italia, Norte de Africa, Nigeriay México) ( Roten, 1994).

Las especies que causan manchas foliares desarrollan conidios solos o en cadena
algo mas grande hasta de 100 um de longitud y 30 pm de ancho, pero muy similar en
otras caracteristicas (Zillinski 1984 ).

Los conidioforos son de color café obscuro olivaceo, se producen
individualmente o0 en ocasiones en pequefios grupos; pueden ser simples o ramificados

y generalmente miden 3 — 6 pm. De espesor y 50 um. De largo. (Warham et. al., 1996).

Alternaria alternata
En contraste con la enfermedad causada por el Alternaria triticina , que esta de
distribucion limitada, punta negra del trigo, causada por Alternaria alternata., ocurre en la

mayoria de los paises, pero su etiologia no es bien sabido , la punta negra de los granos del



trigo es causada por un numero de agentes, entre los cuales el 4.alternata. es el principal,
seguidos por A. triticina, una especie de Helminthosporium, Cochhobolus sativus

(Ito y Kur.) Drechslera, y una especie de Stemphylium. Mas agentes de la punta negra han
sido enumerados por otros investigadores (Roten, 1994)

Prabhu y Prasada (1966) demandarén que A.friticina es el patdogeno principal del
trigo y mas virulento en follaje, mientras que alternata es un saprofito que contamina el
grano completamente formado sin la infeccion en glumas; en contraste, A.triticina . se dice
puede atacar las espigas en todas las etapas de la formacion del grano.

Roten, 1994. Pone en discusion si ambos patogenos causan enfermedad en el trigo y
maneja un dilema sin resolver si es mal identificado A.alternata o es incorrecto el

nombre A.triticina

Enfermedades causadas por Helminthosporium

Cinco especies pertenecientes al genero Helminthosporium, H. sativum, H.tritici —
repentis, H.avenae, H. teres, H. gramineum, son patégenos importantes de los cultivos
cerealicolas y estan ampliamente distribuidas en todo el mundo, Varios tipos de lesiones
foliares, tales como tizones, rayados, manchas y decoloraciones son causados por la
mayor parte de las especies.

Algunas de ellas causan también tizoén o marchitez de plantulas, pudriciones de raiz,

dafio a nudo y tallos, asi como la espiga (Zillinski 1984).

Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker [anamorph]

Otros nombres



Drechslera sorokiniana (Sacc.) Subram. & B.L. Jain [anamorfo]

Helminthosporium sativum Pammel, C.M. King & Blakke 1910 [anamorfo]
Helminthosporium sorokinianum Sacc. [anamorfo]

Helminthosporium acrothecioides Lindf. [anamorfo]

Helminthosporium californicum Mackie & G.E. Paxton [anamorfo]

Cochliobolus sativus Tto & Kuribayashi [teleomorfo] estado perfecto de Drechslera
(Crop protecciotion, 2000).

Morfologia

Conidioforos solitarios o en pequefios grupos rectos o alternamente doblados, de
color café claro a oscuro, miden de 220 um de largo, 6 — 10 um. de ancho. 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 ; tiene 3 — 12 (en
su mayoria 6 - 10s)septas y miden 40 — 120 x 17 —28 um. ( Ellis, 1971).

Las ascas son cilindricas o en forma de garrote; tienen de 1- 8 esporas y miden
de 110-230x 30—45 pm.
Las ascosporas son delgadas y filiformes, hialinas y de color café claro; tienen de 6 —
13 septas ymiden 6 — 9 um. (Ellis, 1971).

Los tipos de enfermedades causadas por H. Sativum son: Punta negra del grano,
tizon de la plantula, pudriciéon comun de la raiz, y tizén foliar de los cereales y pudricion

de la raiz del maiz (Warham et. al., 1996 ).



Estas son extensas y serias a través del mundo, en un rango amplio de hospederos, pero
presenta mayor importancia en cereales como: trigo, cebada, avena, centeno y triticale.

Drechslera sorokiana en los E.E.U.U. y Canadd ha sido por décadas como el
patogeno mas peligroso de la pudricion de raiz del trigo, en las cuales D. sorokiana
desempeiia el papel principal, alrededor del 4.5 % en 1931y 1932, 6 % en 1935y 1937, En
Canada, en el periodo de 1939-1942 la reducciéon media de la produccion fue del 12 %,
una encuesta mas ultima mostr6 que la pérdida anual media estimada debido a la
putrefaccion comun de la raiz, , D. sorokiana y Fusarium spp., por tres afos, 1969-1971,
era 5.7 % (Neergaard,1977).

La infeccion con H.sativum puede presentarse en cualquier de desarrollo de la
planta, pero los sintomas son mas pronunciados después de espigar. En las raices,
coronas y vainas de las hojas inferiores de las plantulas infectadas se presentan
lesiones necrdticas café obscuro. (Zilliski 1984).

Las lesiones de la hoja coinciden a menudo con el tiempo humedo y con las
infecciones de la raiz que avanzan al pie y al vastago basico. Los sintomas de la hoja son
los méas sensibles y mas frecuentes en hojas mas bajas. Aparecen como lesiones distintas,
alargadas, marron negras, que excedan raramente 1 centimetro de didmetro

(Crop Protection 2000).

Enfermedades causadas por Fusarium o fusariosis

En el noroeste pacifico de los E.E.U.U. Fusarium culmorum predomina como

causante de la pudricion del pie y de la raiz, dando por resultado la reduccién de la

produccion de 10 por ciento o mas (Cook, 1968) citado por (Neergaard,1977).



En trigo, cuatro especies de Fusarium son patogeno importantes: F. avenaceum, F.
culmorum, F. graminearum ,F. nivale . Causan la muerte de la pre - emergencia y la post -
emergencia de plantas de semilleros, de la pudricioncion de raiz y de la infeccion de la
espiga . Los dos patdogeno pasados son los mas severos, mientras que F. avenaceum es
probablemente el mas débil. La distribucion de F. graminearum prevalece en climas

calientes, y F. nivale en templadosy frescos (Neergaard,1977).

En unos estudios realizados en Minesota E.E.U.U. en los afios 1984 - 1986, para
determinar los hongos causantes del dafio de la espiga del trigo, se realizaron diferentes
aislamientos y se identificaron hasta 18 especies de Fusarium donde F. graminearum
comprendio el 75 %, F.poae el 17 % y otras especies, ( F. equiseti, F. sporotrichiodes,
F. acuminatum, F. oxysporum, F.semitectum, F.moniliforme, F. avenaceum, F. tricinctum,
F. proliferatum) del 1 — 8 % (Wilcoxson et al., 1988).

F.graminearum se encuentra en el trigo en todo el mundo, en dos
clasificaciones:

El grupo I no tiene su estado a sexual y este se encuentra trigos criollos de
Australia, California y el noroeste de los E.E.U.U., y el grupo II con su forma peritecial

encontrandose en China, Canada ( Chelkoswski, 1989).

Toxinas producidas por Fusarium

F. culmorum Deoxynivalenol, nivalenol
F. graminearum  Deoxynivalenol, nivalenol

F. avenaceum Enniatina



F. poae HT-2 y T-2 toxina, diacetoxyscirpenol
F. nivale No confirmada

( Chelkoswski, 1989).

Fusarium tricinctum (Corda) Sacc.
Selenosporium tricinctum Corda.
Fusarium citriforme Jamalainen.

Este produce la enfermedad de pudricion de tallo y raiz del maiz, en trigo solo
produce un efecto insignificante. (Warham et. al., 1996).

Morfologia; se forman microconidios inicialmente de conidioforos laterales
simples y mas tarde, de conidioforos profusamente ramificados. Los microconidios son
hialinos, abundantes, en forma de limén o pera o fusiforme, con 0 — 1 septas, y a menudo
tiene una celula pie en la base. Sin septas miden 7—11 x4 -8 umy con 1 septa 10 —
16 x4 - 6pm.

Los macroconidios son abundantes, facilformes o mas fuertemente curvos, con una
celula pie bien marcada; tiene de 3 a5 septas y miden 26 — 53 x 3 — 4.8um.
No se conoce estado de peritecio, existen clamidiosporas esfericas (10 — 12 pm ) que se

forman a lo largo de las hifas (Booth, 1971).



Fusarium poae (Peck) Wollenweber 1913.
Sporotrichum poae Peck

Este patogeno causa la punta plateada o espiga blanca del trigo y Tizon de la
espiga o pudricion blanca del maiz.
Su distribucién es en todo el mundo, pero predomina en regiones templadas, causando por
si solo un efecto no significante en las cosechas (Warham et. al., 1996 ).
Los microconidios son en forma de pera de 8 —12 x 7— 10 pum. o esféricos de
(7—-10 um.) de diametro y casi siempre unicelulares, aunque en ocasiones bicelulares de
10 -14 x 6 -7 um. Los macroconidios cominmente son raros, hialinos, tipicamente
estrechados hacia los extremos, ligeramente mas ancho sobre la septa central; tienen una
célula basal en forma de pie y cuando estan maduros tienen 3 septas: miden de 20 — 40 x

3—5um. (Booth, 1971).



Enfermedades causados por carbones cubiertos

Econdémicamente los carbones son muy importantes ya que causan perdidas en
cosechas evaluadas en millones de dolares alrededor del mundo.
Las enfermedades por carbon presentes causando problemas en la produccion de trigo, el
primer ejemplo es el carbon parcial o Karnal causado por Tilletia indica. Esta
enfermedad fue descrita en el distrito de Karnal en la India por Mitra en 1931, pasando a
ser problema importante en las regiones trigueras del mundo.
Meéxico en 1971 tubo que ser establecida una cuarentena contra el transporte de trigo,
incluyendo material para siembra a los Estados Unidos.
Otras serias enfermedades causadas por carbones en el trigo, son: el carbén comin y el
carbon del enanismo ( Tilletia triticiy T. laevis) y el mas reciente por 7. controversa
(Alexopoulos y Mims. 1979).
Tilletia caries (DC.) Tul.
( Sinonimo: Tilletia tritici [Bjerk.] Wolff).
Tilletia foetida ( Wallr.) Liro.
(Sinénimo: 7. laevis Kiihn)

Las dos especies se pueden cruzar compartiendo ciclos de vida y desarrollo de la

enfermedad , pueden haber solapes en su patogeicidad ( Agrios, 1988; Smith, 1992).



El ataque de ambos patogenos son suceptibles el trigo , centeno y otras gramineas, entre
ellas Bromus y Lolium.

Estan distribuidas en todos los paises que se cultiva trigo, incluso en México,

(Rodenhiser, and Holton 1945). lo reportaron en 6 estados;

En Coahuila por (Huerta et al., 2001).

Los soros en los ovarios llenan el grano con teliosporas, en parte ocultas por las
glumas; Las masas de esporas es pulverulenta, de color café rojizo a negruzco, compuesta
de teliosporas y células estériles.

Las teliosporas de 7. caries no tienen vaina, son esféricas, subesféricas u ovaladas, de
color café rojizo; miden 14 — 23 um de didmetro y tiene paredes con una fina red de
formas poligonales.

Las teliosporas de T. laevis no tienen vaina, son esféricas, subesféricas u ovaladas, de
café olivaceo; miden de 13 — 25 um de diametro, tiene paredes lisas o con hoyos poco
profundos y a menudo tienen adherido un corto fragmento de micelio

( Warham, 1996).

Los sintomas en las planta enfermas presentan menor tamafio que las plantas
sanas , pero dificiles de distinguir hasta su espigamiento. Las espigas de las plantas
enfermas son mas delgadas y conservan su color verde. Las glumas se ven mas estiradas
por que los granos verdaderos son reemplazados por masas carbonosas de mayor
tamafio (falsos granos) de color café grisaiceo opaco. Las esporas contienen
trimetilamina, una substancia volatil y mal oliente que sugiri6 el nombre de ™ carbon

apestoso ” (Romero, 1993).



Las teliosporas invernan contaminando el grano y solo son capaces de sobrevivir
en el suelo sin la presencia del huésped durante unas semanas, Las teliosporas viven poco
tiempo en las dreas humedas y pierden su viabilidad al cabo de dos afos. Las teliosporas
germinan rapidamente y conforme la plantula joven emerge del grano, la teliospora
depositada sobre el o cerca de la plantula también germina al producir una basidia y
esporidias primarias y secundarias. Las esporidias secundarias germinan después, y el

micelio dicariotico que producen penetran directamente en la plantula joven (Agrios, 1988)



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevo acabo en el Laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia Agricola, asi como en el Laboratorio de semillas de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, localizada en Buenavista, Saltillo,
Coahuila México cuyas coordenadas son 25° 25" Latitud Norte, una longitud oeste de

101° 00" y una altitud de 1742 msnm.

La semilla fue proporcionada por el programa de trigo, de la U.A.A.A.N, procedentes
de Navidad, Nuevo Ledn, el cual consistieron de los siguientes materiales:

AN 335- 93 Ciclo 99-00

AN 240 - 93 Ciclo 99 -00

AN 177 - 98 Ciclo 00-01

AN 365-92 Ciclo 00-01 (Trigo criollo).

Para la deteccion de carbones en semilla de trigo. Los materiales que se emplearon
fueron: AN 352 —92 yel AN 353 — 92, con tres muestras de cada material, producido en
el municipio de Zaragoza, Coahuila. en el ciclo agricola 2000 —2001. Ubicado en la regién
Norte del Estado en el paralelo 28° 23" Latitud Norte y 100° 55" longitud Oeste del

Meridiano de Greenwich.



Establecimiento del Experimento

El establecimiento del experimento de pruebas de sanidad de semilla se llevo acabo

de acuerdo como se indican en el cuadro 3.1 donde se considero el material, repeticion

tomando como esta a una caja petri o caja de plastico transparente. segun el caso y

numero de semillas por repeticion.

Cuadro 3.1 Establecimiento de pruebas de sanidad en semilla de trigo

Prueba Materiales No. de repeticiones | Semillas/ repeticion
AN 335-93 10 10
AN 240-93 10 10
AN 177-98 10 10
Placa agar AN 365-92 10 10
AN 335-93 4 100
AN 240-93 4 100
Papel secante AN 177 -98 4 100
congelamiento AN 365-92 4 100




Para el caso del establecimiento del experimento para pruebas fisiologicas y fisicas
de semilla se llevo acabo de acuerdo como se indican en el cuadro 3.2 donde se

considero el material, repeticion. y numero de semillas por repeticion.

Cuadro 3.2 Establecimiento de pruebas fisioldgicas en semilla de trigo.

Prueba Materiales No. de repeticiones | Semillas / repeticion
AN 335-93 4 100
AN 240-93 4 100
Germinacion
AN 177 -98 4 100
AN 365-92 4 100
AN 335-93 2 200
AN 240-93 2 200
Vigor +
AN 177 -98 2 200
AN 365-92 2 200

+ (Envejecimiento acelerado)

Siembra en Placa Agar.




Desinfeccion de la semilla
La semilla utilizada para esta prueba, se seleccionaron al azar de la muestra, la

cantidad de semilla de cada uno de los materiales indicados en el cuadro 3.1, la cual se
desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 1.0 por ciento, la semilla se
coloco dentro de un matraz de 250 ml. cubriéndola con la solucion y se agito por tres
minutos, posteriormente se le realizaron dos enjuagues a la semilla de trigo con agua
destilada estéril , para colocarlas sobre papel estéril dentro de la camara de transferencia.
Siembra .

Este proceso se llevo acabo utilizando medio nutritivo papa - dextrosa — agar
(PDA), el cual se tomaron todas las medidas de asepsia para evitar tener contaminantes en
el medio, lo cual se utilizaron dos mecheros de gas y pinzas donde estas se mantuvieron
en alcohol para su desinfeccion. Se colocaron diez semillas de trigo en cada caja petri,
bien distribuidas con diez repeticiones para cada material.

Al termino de la siembra, cada caja petri se sello con parafilm, lo cual se marcaron con
datos de identificacion, como material, repeticion, cultivo y fecha. Posteriormente se
metieron en una incubadora por 48 hrs. En obscuridad a una temperatura constante de
28°C y cinco dias a temperatura ambiente.

Evaluacion

La evaluacion se realizo mediante el conteo de colonias fungosas seglin la
coloracion, lo cual se determino la incidencia en base a la observacion directa de 100

semillas de trigo de cada material.

Prueba Papel Secante Congelamiento



Desinfeccion de semilla

De la muestra homogeneizada de cada material, se seleccionaron las cuatrocientas
semillas a utilizar de cada material para esta prueba para su desinfeccion con una
solucion de hipoclorito de sodio al 1.0 por ciento, esta se realizo entro de un matraz de
250 ml., cubriendo la semilla con la soluciéon y agitandose por tres minutos, para

posteriormente poner las semillas a secar en un papel estéril.

Siembra.

La siembra se realizo en la camara de transferencia, utilizando cajas de plastico
transparente de 18 x 20 cm. Lo cual se colocaron dentro dos capas de papel saturadas de
agua destilada. En cada caja se puso 80 semillas en forma equidistante, con cinco
repeticiones cada material, las cajas de plastico se sellaron con parafilm y se etiquetaron
con datos para su identificacion; material, repeticion, cultivo y fecha.

Posteriormente se dejaron a temperatura ambiente por un lapso de 48 hr. para inducir la
germinacion, después se introdujeron al congelador a temperatura constante de - 19° C
por 24 hrs, después se incubaron a temperatura ambiente por once dias.

Evaluacion

Después del tiempo de incubacion se procedid al conteo de colonias fungosas, de
acuerdo a su coloracion mediante la observacion de cuatrocientas semillas de trigo por

cada material midiendo a si la incidencia de cada hongo



Identificacion de hongos presentes en la semilla de trigo.

Para la identificacion de los hongos, primeramente se caracterizo el tipo de
crecimiento, color y forma de las colonias de hongos presentes en la semilla de trigo .
En la caracterizacion morfologica se utilizo el microscopio compuesto: determinando el
tamafo y forma de conidioforo, asi también las caracterizacion de las conidias utilizando
claves de Barnet y Hunter (1972 ) para nivel genero y para las diferentes especies de

hongos, Boot (1972), Graham (1996), Neergaard (1945), Nelson y Toussoun (1983).

Deteccion de Carbones



La metodologia para la deteccion de carbon , se realizo conforme a la sefialada en
la Norma NOM — 001 — FITO — 1995 para el carbon parcial ( Tilletia indica), con

modificaciones de ajuste.

M¢étodo del Lavado y Tamizado de la semilla de trigo.

Se pesaron 50 gr. de semilla de trigo de las tres repeticiones de cada uno de los
materiales siguientes: AN 352 — 92y AN 353 —92 lo cual la muestra a analizar, se
agrego agua destilada hasta sobrepasar el volumen de la muestra y se adicionan de 2 —
5 gotas de tween 20.

Las muestras se colocaron en un agitador durante 30 minutos, la muestra del liquido
colectado se paso por papel filtro Wathman # 1 soportado en un embudo Buchner y este
asuvez enun matraz Kithazato conectado a una bomba de vacio.

Una ves filtrado todo el liquido, se tomo el papel filtro y se coloco sobre un vidrio; y se
se agrego KOH al 3 por ciento. Para posteriormente observar al microscopio
estereoscopio para la observacion de las teliosporas.

Las telias observadas se montaron en un porta objetos, para la complementacion de esta
prueba. Se examinaron los granos para detectar la presencia de granos (semillas
infectadas con carbones). De los cuales se hizo diseccion directa para preparaciones

microscopicas.



Los parametros utilizados fueron incidencia y severidad
Incidencia

De la enfermedad, es decir, el numero de plantas enfermas con respecto a toda la
poblacion . La evaluacion de la incidencia de la enfermedad es relativamente rapida y facil
de llevar a cabo y es la medida que mas se utiliza para los estudios epidemioldgicos para
determinar la diseminacion de una enfermedad en un campo (Agrios, 1988). En este
trabajo la incidencia se determino por la presencia de teliosporas dentro y fuera de la
semilla de una muestra de cuatrocientas semillas de cada submuestra de los dos

materiales AN 352 - 92y AN —353 —92. Lo cual se utilizo la siguiente formula

Incidencia = numero de semillas contaminadas X 100

Numero de semillas muestreadas

Severidad



Se expresa como porcentaje del area de la planta o volumen del fruto con
respecto al total del individuo, para determinar este parametro es utilizando escalas
arbitraria para expresar las proporciones relativas del tejido afectado (Agrios, 1988).
Para este trabajo se utilizo una escala arbitraria, hecha de acuerdo al dafio en la semilla.

La escala propuesta es:

Grado de dafio Sintoma

0 Sin teliosporas

1 Presencia de teliospora

2 Chupadas

3 Dafio en endospermo

4 Falsos granos (masas carbonosas)
Identificacion

En la caracterizacion morfolégica se utilizo el microscopio compuesto:
determinando la forma, color y tamafo de teliosporas, utilizando claves de  Duran y

Fischer (1961). y clave sinoptica de Warham (1996).

Prueba de germinacion

Siembra



Se utilizaron cuatrocientas semillas de trigo para esta prueba previamente
homogeneizada de las muestras de cada material, la cual se dividieron en cuatro
repeticiones ver especificaciones cuadro 3.2. Las semillas se colocaron en una misma
posicidn todas las semillas con ayuda de una pinza a espacios uniformes sobre la toalla de
papel humedo, posteriormente se coloco otra sobre las semillas para cubrirlas,
enrollandolas y amarradas con una liga de cada lado, la direccion del endospermo es muy
importante, lo cual se sefiala con una flecha y se anota el cultivo, repeticion y fecha.

Se colocaron dentro de una bolsa de plastico los rollos de una forma vertical, con las
flechas hacia abajo para posterior meterlas a la camara germinadora a 25° C durante siete
dias.

Evaluacion.

Para esto se realizaron dos contuso; el primero se realizo al quinto dia, lo cual se
dejaron plantulas anormales y semilla no germinada y se enrollaron nuevamente para
meterla a la cdmara.

El segundo conteo se realizo al séptimo dia.

Los criterios de evaluacioén fueron: Plantulas normales aquellas mas de 2.5 cm. de
crecimiento de la plantula y de crecimiento radical, con 2 o 3 raices, plantulas anormales
a quellas que no cumplen con la longitud de plantulas normales y semillas no germinadas

Para contabilizar el cual se calcula el porcentaje de cada parametro.

Prueba de Vigor (Envejecimiento acelerado)

Envejecimiento acelerado



De las cuatrocientas semillas de trigo de cada material utilizadas para esta prueba
se dividieron en dos repeticiones ver cuadro 3.2. Cada repeticion se coloco dentro de una
canastilla de alambre dentro de un baso de precipitado de 250 ml., con 100ml. de agua.
La canastilla se introdujo en el vaso sobre un soporte de alambre, de tal manera que las
semillas no quedaran en contacto con el agua. El vaso se tapo con un pléstico sujetado
con ligas y se coloco dentro de una cdmara de envejecimiento a una temperatura de 43 ° C

a una humedad relativa superior al 90 por ciento por un lapso de tiempo de 72 hr.

Siembra
Se realiza la prueba con cuatro repeticiones y se lleva acabo de la misma forma

que la prueba de germinacion.

Evaluacion

En esta prueba se toman los mismos parametros que la prueba de germinacion
como lo es; semillas normales, anormales y no germinadas lo cual se realizo un solo
conteo al quinto dia, lo cual se anoto de cada una de ellas para determinar en porcentaje

su valor.

RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba Placa Agar.



El genero  Alternaria sp. fue el mas comun en todos los materiales con una
incidencia del 66 hasta el 86 por ciento, donde el material que presento mayor
incidencia de este hongo fue el AN 365 — 92 y el de menor incidencia con el 66 por ciento
el material AN 335-93 (Fig. 4.1).

Vazquez (2001) y Centeno (1994) mencionan que este hongo se presenta con mayor
incidencia, encontrandose hasta en un 90 por ciento.
Sin embargo, y a pesar de tener una amplia distribucion, Zillinski (1984) considera que
el genero Alternaria como un patdégeno débil.

En contraste Roten (1994) menciona que en trigo la enfermedad = punta negra ~
Alternaria alternata es el principal agente seguido por A. triticina.
Mientras que Prabhu y Prasada (1966) demandaron que A.triticina es el patogeno
principal del trigo y mas virulento en follaje que A. alternata en grano.
Helminthosporium es otro genero muy comun en la semilla de cereales (Gilchrist, 200) y
por lo tanto en trigo, En esta prueba tenemos en el material AN 177 — 98 presento mayor
incidencia del 14 por ciento, mientras que el AN 365 presento la menor incidencia con
un 5 por ciento (Fig. 4.1).
Zillinski (1984) menciona que Fusarium es un hongo presente en trigo lo cual los granos
de las espiguillas infectadas por Fusarium estan muy chupados y por lo tanto pierden su
viabilidad. Este hongo lo encontramos con muy baja incidencia, ya que debido a su lento
crecimiento en el medio nutritivo es aplazado por otro, lo cual se observa en la figura 4.1
donde el material AN 240 — 93 con mayor incidencia del 5 por ciento, mientras que el
AN 177 — 98 presento un dos por ciento (fig. 4.1).

Los géneros con menor incidencia son los géneros: Rhizopus, Penicillium y

Nigrospora , Moreno ( 1998) menciona que son hongos de almacén, notable el 10 por



ciento de Rhizopus en el material AN 335 - 93 debiéndose al tiempo que tiene en

almacén, del ciclo 1999 — 2000, pero mas seguro se presento como contaminante del

medio.
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Fig.4.1 Incidencia de hongos presentes en semilla de
trigo de diferentes materiales, Prueba Placa Agar

Prueba Papel Secante y Congelamiento.
En esta prueba la incidencia del genero Alternaria fue mas baja que en la prueba
anterior (Fig. 4. 2). Comparado el de mayor incidencia de la prueba placa agar que fue del

85 por ciento y en esta prueba fue alrededor del 75 %, en el mismo material, el trigo




criollo (AN 365 — 92). Probablemente debido a que este método deja expresar un poco

mas la incidencia de los hongos de la semilla.

Por lo contrario el genero Helminthosporium a su vez incrementd considerablemente

como fue en el caso de el material AN 335 — 93 con un 34 por ciento de incidencia y

reduciendo al mismo tiempo el genero Alternaria y por lo tanto donde existi6 menor

incidencia de Helminthosporium, en el material AN 365 — 92

incremento el genero

Alternaria ( Fig. 4. 2). Mientras que Fusarium se presento con una incidencia del 4 al

12 por ciento donde el material con mayor incidencia es el AN 240 — 93 (Fig. 4.2).
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Fig. 4.2 Incidencia de hongos en semiilla de trigo de diferentes

materiales, prueba Papel Secante Congelacion

El hongo del genero Penicillium se presento con una incidencia insignificante.




Identificacion y Descripcion Morfologica de los hongos presentes en semillas de

trigo, en pruebas de sanidad.

Alternaria sp.

Este hongo presento las siguientes caracteristicas morfoldgicas que se utilizaron
para su identificacion : Desarrollo de la conidia acropétalo, conidioforo obscuro,
generalmente simple, determinado o simpodial.

Conidia (Dytiospora) obscura, septada longitudinal y transversalmente, presente de diversas

formas; alargadas, elipticas u ovoides.

Prueba placa Agar

Presento una rapida crecimiento, una coloracion de la colonia fungosa de un gris oscuro y

un verde olivaceo Fig. 4.3

Papel secante y congelacion.



La colonia, en un principio la coloracién es blanca, pero torna a un color gris
oscuro, cuando se encuentra la infeccion en semilla sin crecimiento de la colonia se

observa de un color negro fig. Fig. 4.4

Los conidioforos son de color café oscuro se producen individualmente o en pequeiios

grupos, lo cual midieron 4 um de espesor y 35 4 um de largo. Fig. 4.5

Conidios notablemente polimorficos, desarrollo en cadenas provistos de un pico en el
apice, de un color café claro a obscuro con varias septas transversales y longitudinales.

Cuando estas estan jovenes presentan pared rugosa y conforme maduran cambia a pared
lisa y tienden a engrosar. Las medidas que presentaron del promedio de las mediciones son:

49 um de largoy 15 um de ancho Figura 4.6

20 5 2002

Figura 4.3 Crecimiento de la Colonia de Alternaria

En Papa Dextrosa Agar (PDA)



Figura 4.4 Crecimiento de la colonia de Alteria,

Papel Secante Congelacion

Figura 4.5 Conidioforo y conidias en Figura 4.6 Conidias de Alternaria (X40)
Cadena (X40).

Helminthosporium sativum

Para la identificacion de este hongo se tomaron en cuenta las siguiente

caracteristicas morfologicas:



Micelio obscuro, a menudo presenta estroma, conidioforo simple o en racimos , Conidia

(phragmospora) pseudoseptada con prominente cicatriz basal.

Prueba placa Agar

Presento una crecimiento muy pegado al medio, una coloracion de la colonia
fungosa de un verde oscuro Fig. 4.7
Papel secante y congelacion.

La colonia, en semilla es de un color negro brillante, notable las masas de

conidioforos y conidios fig. 4.9

Los conidioforos son de color café claro solitarios o en grupos pequefios, las medidas

promedio que obtuvieron son 170 um de largoy 8 um. Fig. 4.9

Conidios rectos de un color café olivaceo a café obscuro, presentan una nitida cicatriz
en la célula basal, tienen en su mayoria de 3 a 9 septas y la medicion promedio que

presentaron fue de 59 um de largo y 16 um de ancho. Fig. 4.10



Figura 4.7 Crecimiento y coloracion de la colonia de

Helminthosporium sativum en (PDA)

Figura 4.8 Crecimiento de H. Sativum Figura 4.9 Crecimiento de H. Sativum en

Papel Secante Congelacion semilla de trigo (X8).



Figura 4.9 Conidias y Conidioforo de Figura 4.10 Conidios de H. Sativum

H. sativum (X40). (X40).

Fusarium poae

Para determinar la identificacion de este hongo se tomaron en cuenta las siguiente
caracteristicas morfologicas:
Micelio extenso y algodonoso con algun tinte rosado, conididéforo variabe soportado en la
base de las phialides; Conidia (Phialospora ), microconidia de una célula ovoide u

oblonga; a veces conidias intermedias de 2 a 3 células alargadas o curveadas.

Prueba placa Agar
Presento una crecimiento muy lento inhibido por otros hongos, presento una

coloracion de la colonia fungosa de un blanco o un color rosa claro Fig.4.11



Papel secante y congelacion.

La colonia, en semilla es de un blanco polvoriento.

Los microconidios, son hialinos, esféricos u ovalados unicelulare pero en algunos casos
bicelulares Conidios rectos de un color café oliviceo a café obscuro, presentan una
nitida cicatriz en la célula basal, tienen en su mayoria de 3 a 9 septas y la medicion

promedio que presentaron fue de 59 pm de largo y 16 um de ancho Fig. 4.12 y 4.13

Figura 4.11 Crecimiento y coloracion de F.poae

En medio de cultivo



Figura 4.12 Microconidios de F. poae Figura 4.13 Crecimiento de conidioforo

Tilletia caries y Tilletia laevis.

Para la identificacion de estas especies es importante la forma y textura de sus paredes .
T. laevis no tiene vaina, son subesfericas, ovaladas de color café olivaceo claro, con
paredes lisas y presentan adherido un corto fragmento de micelio. Las medida en

promedio de teliosporas de 19 pum . en promedio Fig. 4.14
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Figura 4.14 Teliosporas de T. laevis (X40) Figura 4.15 Teliosporas T. caries

Tilletia caries no tiene vaina, son esfericas, subesfericas de color café claro y presentan
una fina red de formas poligonales, y presentaron teliosporas de 17 um en promedio.

Fig. 4.15

Germinacion

La prueba de germinaciéon en los materiales AN 177 -98 y del AN 365 — 93
obtuvieron una muy buena germinacién, en un 95 y 98 por ciento respectivamente, en
tanto que los materiales AN 335 —93 y AN 240 - 93 presentaron una germinacion por

abajo del 80 por ciento , lo cual no es una buena germinacion, que para el caso de trigo
debe ser minimo de un 80 por ciento (Cuadro 4.1). En estos dos materiales la baja
germinacion se pudiera asumir principalmente a la edad de la semilla, es decir el tiempo

de haber sido cosechada, donde los dos materiales fueron del ciclo agricola 1999 — 2000.

Cuadro 4. 1. Porcentaje de Germinacion en semillas de trigo.

| Material | % dePlantulas | % deplantulas | %de semillas |




| Normales \ Anormales | muertas

AN 335-93 79 8
13

AN 365-93 98 1
1

AN 177 -98 95 3
2

AN 240-93 78 12
10

% del promedio de cuatro repeticiones de 100 semillas

Prueba de vigor (Envejecimiento acelerado).

En esta prueba se presento el mismo comportamiento que en la prueba de
germinacion, es decir los mismos materiales que presentaron una baja germinacion,
también, presentaron en esta prueba menos vigor, lo cual esto corresponde a lo esperado,
los materiales AN 335 — 93 y AN 240 — 93, presentaron el mismo vigor, un 77 por
ciento, mientras que los otros dos presentaron un buen vigor mayor del 89 por ciento

( Cuadro 4. 2 ). Pudiéndose asumir a la misma causa que la propuesta en germinacion.



Cuadro 4.2. Porcentaje

de Vigor mediante Envejecimiento acelerado.

Material % de Plantulas % de plantulas % de semillas
Normales Anormales muertas

AN 335-92 77 4

19

AN 365-93 95 1

4

AN 177 -98 89 8

3

AN 240-93 77 11

12

% del promedio de cuatro repeticiones de 100 semillas

Incidencia y Severidad de carbo6n en semilla de trigo

Incidencia

Se encontr6 en un 100 % ya que toda las muestras estaban contaminadas en su

totalidad por teliosporas o por soros.

Severidad




La severidad en esta escala se partido de 0, lo cual es o seria semilla sana o sin
presencia de teliosporas adheridas a la semilla de trigo, lo cual en este caso no lo hubo.
El grado 1 de la escala para el caso de los dos materiales hubo poca diferencia, siendo el
del valor mas alto, la semilla un poco mas sana, lo que fue el materia AN 352 —92

(Cuadro 4.3).

El grado 2 de la escala, la cual corresponde a semillas chupadas, no se puede considerar
como efecto tnico de los carbones, sino a otros hongos como lo pudiera ser Fusarium o
factores abidticos, como falta de humedad, cosecha temprana etc.
El grado 4 el de severidad maxima resulatron los mismos valores, en el caso de los dos
materiales.

Cuadro 4.3. Severidad de los carbones T. laevis y T. caries en semilla de trigo en los

diferente materiales.

Material Escala (Grado de dafio) +

0 1 2 3 4
AN 352-92 |0 67 7 22 4
AN 353-92 |0 61 5 30 4

+ % de muestra de 400 semillas

CONCLUSIONES

La micoflora asociada a semilla de trigo procedente de Navidad Nuevo Leodn.
estuvo compuesta por: Alternaria spp., Helminthosporium sativum, Fusarium tricinctum,

Fusarium poae.




Los carbones T. caries y T. laevis se encontraron presentes en la semilla de

Zaragoza, Coahuila.

El hongo de mayor incidencia en pruebas de sanidad se presento con el genero

Alternaria..
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