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RESUMEN
El riesgo de propagar agentes patogénicos transmitidos por semillas varia mucho segun el
origen de estas. Como ya se sabe que las semillas son portadoras de una micoflora que
varia segun la especie hospedera, la micoflora transmitida por la semilla puede ser infectada
empleando pruebas de sanidad de las semillas. Los objetivos del presente trabajo fueron:
determinar la micoflora que existe en las semillas de cebada y determinar su efecto en la
calidad de esta. Para detectar la micoflora presente en semillas de cebada, se utilizaron las
pruebas siguientes: examen visual, la prueba de Agar y papel secante  congelamiento
determinando la incidencia, la correlacion con parametros de calidad fisioldgica y fisica.
La identificacién a genero y especie de hongos presentes en semillas de diferentes
materiales tales como CANF 25-95, CANF 593-95 y CAN 435-94. El examen visual
determino la incidencia de punta negra de 55 por ciento para el material CAN 435-94, para

2999

semillas chupadas’’’’, para el material CANF 593-95. La incidencia de Alternaria sp y
Helminthosporium, fueron altas, tanto para prueba de Agar como para papel secante y
congelamiento. No hubo correlacidon con vigor y germinacion en ninguno de los materiales
de semilla de cebada evaluadas; se identificaron los siguientes hongos presentes en

semillas: Alternaria sp, Helminthosporium sativum, Fusarium graminearum, Cladosporium

sp, Nigrospora sp 'y Stemphylium sp.



INTRODUCCION

En México se siembran actualmente 329 mil hectareas de cebada, siendo
los principales estados productores los ubicados en la regién de los valles altos
del pais; donde después del maiz es el segundo cultivo de temporal mas
importante. La cebada tiene como ventaja que exige mas agua que al principio de
su desarrollo que al final. La cebada es resistente a la sequia a pesar de tener un

coeficiente de transpiracion elevado(Leyva y Romero, 1982).

Como ya se sabe los valles altos de México son regiones aptas para el cultivo
de la cebada de temporal, pero diversas enfermedades limitan Ia

produccion.(Warham y Butler, 1996).

El rendimiento de la cebada por lo regular es bajo debido ala precipitacion
irregular que ocurre en esos lugares y otros factores como las enfermedades,

que afectan severamente a este cultivo y a sus semillas.

Como se sabe las enfermedades de las semillas son uno de los factores que
provocan el deterioro de la misma; ademas de las condiciones climaticas
anteriores ala cosecha, la madurez de la semilla, el dafio mecanico, el ambiente

de almacenamiento (temperatura y humedad) y de mas factores(Moreno, 1993).

El éxito de los hongos como fitopatogenos radica en varios hechos entre

ellos: produces grandes numeros de esporas, lo que significa gran potencial de



inoculo, las que son facilmente transportadas por el viento, agua de riego, gotas
de agua que salpican a la planta, implementos agricolas, y por supuesto por el
hombre a través de las transacciones comerciales, siendo una de ellas las de las
semillas, y desafortunadamente en ocasiones el movimiento de las semillas en los

programas de investigacion, nacionales o internacionales.(Moreno, 1993)

El riesgo de propagar agentes patdgenos transmitidos por semillas varia
mucho segun el origen de esta. Ya que se sabe que las semillas son portadoras
de una microflora que varia segun la especie hospedera. Esto se aplica
principalmente a las microfloras arraigadas a mas profundidad, aunque en la en la
superficie también puede haber muchos huéspedes accidentales. La microflora
transmitida por la semilla puede ser identificada empleando pruebas de sanidad

de las semillas.( Warham y Butler, 1996).

Los organismos que son transmitidos por semillas causan diferentes dafios; si
la infeccion es muy severa, el dafio puede ocasionar la muerte del embridén. Con
infecciones leves, las semillas no pierden su poder germinativo, sin embargo
puede verse afecto su vigor por lo tanto si llega a germinar, son portadoras
directas de los patdgenos; lo cual tendra un efecto determinante en el desarrollo
de las enfermedades que son capaces de causar, bajo condiciones propicias para

el patdgeno. (Moreno, 1993)



OBJETIVOS

Determinar que existe un problema fitopatoldgico en las semillas de cebada

producidas en Navidad, Nuevo Leodn.

Determinar la micoflora que existe en las semillas de cebada producidas en

Navidad, y su relacion con la enfermedad de trigo “punta negra”.

HIPOTESIS

Bajo la hipdtesis de que en la regién de Navidad Nuevo Ledn existe un
problema fitopatolégico presente en las semillas de cebada infectadas por los
hongos causantes de punta negra como lo es Alternaria, Helminthosporium,

Fusarium inciden en un 60 por ciento en la semilla de cebada.



Clasificacion taxondémica de los principales hongos detectados en semilla de

cebada.

Super reino Eukarionta

Reino Micetaea
Subdivisiéon Deuteromycetes
Subclase Hyphomycetidae
Orden Moniliales
Familia Moniliacea
Genero Alternaria spp.

(Alexopoulos y Mims, 1979)



REVISION DE LITERATURA

Infeccion y Transmision de Enfermedades por Semilla

Los organismos transmitidos por la semilla son propagados por la semilla o
transportados con esta y sobreviven como esporas o estructuras en reposos
dentro de la semilla y sobre ella. Los hongos transmitidos por la semilla a menudo
producen plantas infectadas, mientras que los que son transportados por la
semilla se consideran relativamente poco importantes en la dispersion de
enfermedades. Ambos tipos de hongos pueden constituir un mecanismo mediante
el cual un agente puede se introducido en una zona donde originalmente no
existia y, por consiguiente estos hongos son importantes para las autoridades
fitosanitarios y fitopatologos.( Warham y Butler,1996).

Como ya se sabe las semillas verdaderas son évulos maduros, cuentan en su
interior con una pequefa plantita en forma en estado embrionario (embrion), con
una parte donde se acumulan las reservas alimenticias, el endospermo, y una
cubierta protectora conocida como la testa. EI embrién esta formado por uno o
mas cotiledones, la plumula, el hipocotilo, y la radicula. Los hongos sé pueden
localizar en la testa, en el endospermo o en el embriodn, o a la vez mas de una de
estas estructuras o bien como contaminantes o acompafantes, es decir sin estar

fisicamente ligados. (Moreno, 1988)

Por lo tanto, los hongos en las semillas son acarreados en dos formas, como

una infecciéon, o como una infestacién. La primera implica que el patégeno ha



invadido los tejidos de la planta, y se ha establecido en ellos, y la segunda, el
patdbgeno va como contaminante, en forma de esporas, o de esclerocios,
directamente en las semillas, pero sin invadir las testas o pericarpios, o bien en

residuos del cultivo y en particular de suelo(Moreno, 1988).

La infeccidon de la semilla puede llevarse acabo en forma sistemica a través
del pedunculo de las flores y de los frutos hasta llegar a las semillas, por el

funiculo(Moreno, 1993).

Otros hongos penetran al embrién a través de las paredes del ovario y de la
testa. Pero otros no son muchos los hongos que pueden invadir las semillas a
través de los tejidos vasculares de las plantas. Los hongos también pueden entrar
a las semillas por las aberturas naturales, como el hilo y el micropilo, o por
heridas. (Moreno, 1993)

Se usan los metidos para las pruebas internacionales de sanidad de las
semillas para detectar la presencia de organismos en la semilla. Se recomienda
adoptar estos métodos estandarizados al someter las semillas a pruebas para la
cuarentena Yy la certificacion fitosanitaria, ya que esto contribuira a que la semilla
de gran calidad no solo debe estar excenta de enfermedades transmitidas por la
semilla sino que también debe tener una gran capacidad de germinacion y vigor.

(Warham y Butler, 1996).



Enfermedades Causadas por Helminthosporium sp.

Entre los principales problemas fitopatoldgicos de la cebada se encuentran:
los carbones, el tizon bacteriano y las manchas foliares entre muchas mas, esta

causada por Helminthosporium sativum y otras especies(Zillinsky,1984).

Cinco especies pertenecientes al genero Helminthosporium, son patégenos
importantes de los cultivos cerealicolas que estan ampliamente distribuidas en

todo el mundo(Moreno, 1988).

El genero Helminthosporium incluye un gran numero de especies que atacan
principalmente cereales en todas partes del mundo, presentando un gran numero
de variacién de sintomas en sus hospedantes, como tizones foliares, manchas
reticulares, rayados en las hojas, dafos al tallo y manchados de los granos,
ademas de muertes de plantulas. En México, los Uunicos estudios de dafos
causados por enfermedades en cebada se refieren al dafio causado por royas,
como P. Hordei en 1978 y al ocasionado por Helminthosporium sativum. En
consecuencia, se considera que las especies de Helminthosporium, presentan
un gran potencial patogénico por lo cual hay que conocer las especies presentes

en México para procurar su control. (Romero,1993).

H. sativum es causante de la mancha marréon en planta adulta, una

enfermedad muy importante, que en afio de 1998 causo drastica disminucioén en



la produccién de granos en el pais. La principal fuente de inoculo es la semilla que
en algunos casos llega a infecciones superiores a 80%, como asimismo conidios

libres en el suelo.( Romero, 1993)

Los patégenos causantes de manchas foliares como H. Sativum(Bipolaris
sorokiniana) y Drechslera tritici repentis son introducidas en su mayoria en zonas
limpias, por medio de la semilla. Sin embargo, en areas donde rastrojos infestados

de cebada, infestados por inoculo contribuyen a la epidemia total.(Romero, 1993)

En cuanto al desarrollo del hongo, este sobrevive mientras que los conidios
en el germen o mientras que los mycelia dentro de la esporulacion del germen en
hojas mas bajas proporcionan el inoculo que se puede dispersar por el viento,
conduciendo a la extension secundaria de la enfermedad. El inoculo germen
llevado da lugar a menudo a infecciones del punto tarde en el ciclo de la cosecha.
La humedad alta o la irrigacion, también como temperaturas mas calientes (20-25

C) favorece la infeccion y el desarrollo de la enfermedad. (Leyva y Romero, 1982).

Identificacion.
Las especies dentro de este grupo pueden identificarse principalmente por las
caracteristicas de sus conidios, los cultivos que infectan y los sintomas que

producen.

H. sativum (Tizén de la hoja), los conidios se observan negros y brillantes

bajo aumentos pequefios, pero con aumentos mayores se ven de color café oliva



obscuro. Esta principalmente de masas densas de conidioforos y conidios. Tienen
paredes gruesas Yy tipicamente de cinco a nueve septas, son elipticos pero pueden
ser rectos o ligeramente curvos. Con paredes lisas y tienen una cicatriz
prominente. El estado perfecto rara vez se presenta en la naturaleza(Leyva y

Romero, 1982).

Entre los patdgenos que atacan a los cereales Helminthosporium sativum es
uno de los mas ampliamente distribuidos. Las enfermedades causadas por este
hongo probablemente restrinjan la producciéon de trigo y cebada en las areas

subtropicales mas que ningun otro patégeno.(Zillinsky, 1984).



ENFERMEADES CAUSADAS POR ALTERNARIA SPP.

Estos organismos, llamados con frecuencia hongos de campo, son agresivos
productores de esporas. Estan ampliamente distribuidos y se reproducen en tejido
vegetal enfermo, maduro o muerto; especialmente durante periodos de alta

humedad(Agrios, 1988).

El genero alternaria el desarrollo de micelio y de coloracion del grano (punta

negra) puede reducir rendimientos y calidad(Moreno, 1988).

En todo el mundo se ha establecido un gran numero de especies del genero
alternaria. La mayor parte de las especies que existen como saprofitas o
patdgenas de cultivos diferentes de los cereales. Algunas especies, tales como A.
Triticina causan tizones severos en las hojas y en espigas de trigo y friticale.
Estas enfermedades fueron reportadas primero en India y recientemente, se
informo de su presencia en trigo en el Occidente de Asia y el Norte de
Africa.(Zillinsky, 1984)

Alternaria infecta a varias especies vegetales de todo el mundo. Sus esporas
estan presentes en el aire y polvo en todas partes, dichas esporas también se
depositan y crecen como contaminantes en los cultivos de laboratorio de otros
microorganismos y sobre los tejidos vegetales muertos destruidos por otros

patdogenos u otras causas.



En la actualidad, muchas especies de Alternaria son principalmente
saprofitas; es decir, no pueden infectar a los tejidos vivos de las plantas y solo se
desarrollan sobre tejidos vegetales muertos o en proceso de descomposicién vy,
en mayor grado, sobre tejidos viejos 0 senescentes, como hojas y pétalos viejos y

frutos maduros.(Agrios,1988)

Las especies Fitopatdogenas de Alternaria inviernan como micelio en los
restos de plantas infectadas, y en forma de esporas o micelio en las semillas. En
caso de que el hongo vaya con las semillas, ataca a las plantulas (por lo comun
después de que han emergido), y produce el ahogamiento de ellas o bien

lesiones del tallo y la pudricién del cuello.(Agrios, 1988)

ALTERNARIA triticina

Alternaria triticina causa enfermedad en trigo; existen 55 publicaciones de A.
en trigo, 49 sefalaron que en la India, y solamente 6 sehalaron estar ubicadas en
otras partes del mundo,como son : ltalia, Africa del Norte, Nigeria, y

México(Prabhu y Prasada, 1996).

La distribucion del patéogeno y de la semilla infectada es aerotransportado a la
distribucion mundial de la especie de A. en cosechas comunmente crecidas, y
sugieren que es la misma enfermedad encontrada e identificada en la India o que
se ha atribuido a otros patdgenos a otra parte.(A. alternata o A. tenuis). De

hecho las esporas de A. triticina son similares en dimension de una variable y las



dimensiones a las de otros hongos, midiendo 9-30 x 20-90 micras(M. B. Ellis,

1976).

Alternaria triticina esta se presenta en hojas, en glumas y las semillas de
trigo. Los tubos germinativos forman apresorios como las estructuras y penetran a

la epidermis directamente o a través de los estomas (Prabhu y Prasada, 1966).

En las hojas maduras la enfermedad aparece como puntos marrones, ovales,
rodeados a menudo por un halo amarillento. Bajo condiciones favorables, las
lesiones se unen. Las semillas se infectan a menudo sin sintomas externos de la
enfermedad. La infeccién requiere un periodo minimo de adherencia de 12 hrs.,
Pero solamente 48 hrs. Conceden a la infeccidn severa; que se facilita mas afondo
a una temperatura optima de 20°C. Sin embargo, el patégeno puede también
causar la infeccion que se sigue en periodos de mojado interrumpidos con 10 hrs,

de humedad en cada cuatro dias consecutivos (Prabhu y Prakash; 1973).

Un liquido filtrado de A. triticina inhibe la germinacién de gérmenes e induce
sintomas en las hojas, el principio téxico es termoestable y no es especifico, Por el
contrario las relaciones entre las enfermedades causadas por alternaria en
general y las plantas productoras de semillas de trigo es relativamente resistente
a la infeccidn por A. ftriticina (Prabhu y Prasada, 1966). La susceptibilidad
aumenta con la edad y alcanza su pico en las plantas adultas, especialmente esas
con el vigor disminuido.( Prabhu y Prasada 1966). Los métodos de control incluyen

el uso de gérmenes sanos, de cultivares resistentes, y el uso de los fungicidas.



El genero alternaria el desarrollo de micelio y de coloracion del grano (punta
negra) puede reducir la enfermedad llamada punta negra de los granos de trigo y
cebada es causada por un numero de agentes, entre los cuales A. alternata es el
principal, seguidos por A. triticina, una especie de Helminthosporium,
Cochliobolus sativus, y una especie de Stemphylium. Mas agentes de la punta

negra han sido enumerados por otros investigadores(Prabhu y Prasada, 1996).

Prabhu y Prasada (1966); demandaron que A. triticina es el patdgeno
principal del trigo mientras que A. alternata, es un saprofito que contamina el
grano completamente formado sin la infeccién de las glumas y en contraste se
dice que A. ftriticina ataca en todas las etapas de la formacién del grano
(Prabhu y Prasada, 1966). Sin embargo segun Bhowmik, (1969), dice que el

micelio de A. alternata'y A: triticina causan infecciones similares en gérmenes.

Infeccidon de la semilla.

La infeccion de la semilla es una infeccidén quieta en la cual el patégeno entra
en el germen en un primer tiempo hasta que la semilla absorba el agua y germina.
Neegaard 1977. Enumero 36 especies de alternaria que se pudo sugerir que las

especies patdégenas al follaje también infectan practicamente a la semilla.

Las esporas se pueden continuar en la superficie implicando la

contaminacion y asi mismo la infeccidn. La infeccién de algunas semillas, no es



visible, y las semillas germinan sin muestras externas de Ia

enfermedad(Neegaard, 1977).

La infeccidn mas grande es cuando la enfermedad ocurre en el estigma. Y la
infeccion es a menudo quieta, e infecta a las semillas, a menudo sin muestras de

la enfermedad visibles(Moreno, 1993).

IDENTIFICACION.

Las colonias de hongos son de color gris obscuro a negro y se desarrollan a
partir de micelio inmerso o parcialmente superficial. Los conidioforos son de color
café obscuro a olivaceo, se desarrollan solos u ocasionalmente en pequefios
grupos, pueden ser simples o ramificados y usualmente tienen un grosor de 3-6

micras. (Zillinsky, 1984)

Los conidios de alternaria spp. Tienen caracteristicas morfoldgicas unicas,
por medio de las cuales este genero puede ser identificado faciimente. Sin
embargo, las similitudes entre las especies dentro del genero hacen que la
identificacion de las especies sea muy dificil. Los conidios de la mayoria de las
especies saprofitas de alternaria que se presentan en cereales se desarrollan en
cadenas, son ovoides o elipsoidales y con frecuencia uno de sus extremos se

adelgaza hasta formar un pico. Son de color café de tono medio a obscuro. Tienen



paredes lisas o ligeramente rugosas, varias septas transversales, longitudinales u

oblicuas y miden 20-90 micras x 8-20 micras(Zillinsky, 1984).

Las especies que causan manchas foliares desarrollan conidios solos o en
cadenas algo mas grandes hasta de 100 micras de longitud y 30 micras de ancho,
pero son muy similares en otras caracteristicas. Pueden distinguirse de otras

formas saprofitas por su habilidad para parasitar al trigo.(Zillinsky, 1984)



Fusarium graminearum

Las especies del genero Fusarium producen dos tipos de conidios que
difieren considerablemente en el tamafo. Algunas especies producen esporas
pequefas llamadas microconidios, pero otras no las producen. Los microconidios
son extremadamente pequefios y carecen de caracteristicas utiles para su
diagnostico; sin embargo, la presencia o ausencia de estos puede ser util para la

identificacion de las especies(Moreno, 1988)

Fusarium graminearum esta especie a través de todo el mundo causa
enfermedades como pudricion de la raiz, pudriciéon de la corona y rofia. Estas
enfermedades son especialmente serias en los cultivos de trigo en China, sur de
Brasil, Argentina y Europa Occidental. El desarrollo de F. graminearum se
favorece aparentemente en areas con inviernos suaves y veranos humedos y

calientes.(Zillinsky, 1984)

En trigo y cebada en el 2001- 2002 fueron afectadas por una serie de
problemas derivados fundamentalmente de las precipitaciones excesivas durante
el ciclo en sus rendimientos, como en la calidad del grano. La variable que mas
comprometio los rendimientos y las posibilidades de comercializar los granos fue

la fusariosis de la espiga(Leyva y Romera, 1982).



Es una de las enfermedades mas devastadoras en los cultivos de trigo y
cebada en varias partes del mundo, y especificamente de creciente preocupacion
en Paraguay y Uruguay. La especie mas frecuente en cebada, si bien se ha
encontrado a F. graminearun como la especie que predomina en el pais(Warham

y Butler, 1996).

La enfermedad se desarrolla en areas de clima templado y humedo a demas
de que es muy destructiva en primaveras calidas y humedas, como la ocurrida en
el 2001 en el Litoral Oeste del pais. En Estados Unidos y Canada la fusariosis en
trigo y cebada causo un gran impacto economico y social. En Estados Unidos,
desde 1993 ocurrieron epidemias sucesivas que provocaron perdidas mayores a
3 billones de ddlares dejando a muchos productores fuera de produccion(Moreno,

1988).

Los sintomas en cebada aparecen como granos discretos, pardos, pardo-
anaranjados, marrones, distribuidos en forma discontinua en la espiga. Los granos
afectados luego de cosechados se muestran mas 0 menos con una coloracidon
blanco — rosada a pardo clara, llegando a ser pardo oscura en cebada.

Sin embargo, la caracteristica mas relevante de este hongo es la capacidad
de producir micotoxinas que son nocivas para la salud humana y animal.(Moreno,

1988).



El DON (deoxinivalenol) o también llamada vomitoxina por los sintomas que
ocasionan en cerdos, es una micotoxina producida por F. graminearum vy
pertenece al grupo de los tricotecenos. Las micotoxinas son compuestos tdxicos
derivados del metabolismo secundario de los hongos. Se debe tener en cuenta
que el DON no se distribuye homogéneamente en el grano, su concentracion es
mayor en la cascara por lo que alimentos con salvado contribuyen en mayor

riesgo(Leyva y Romero, 1982).

Identificacion

La colonia en la semilla, con abundante micelio fino y suelto, inicialmente
blanca, pero lentamente se vuelve amarilla y, por ultimo, roja. Bajo el micelio o
mezcladas en el, hay masas de esporas de color palido o café claro de tamafio
irregular. Las masas de esporas jovenes son blancuzcas, muy viscosas y de forma

y de tamafio irregulares.(Warham y Butler, 1996).

Los microconidios son producidos en masas de color naranja a amarillo
durazno en la base de las espiguillas o en las orillas de las glumas o lemas. Los
macroconidios son hialinos, rectos o ligeramente curvos y con frecuencias tienen
una célula apical alargada que se curvan mas abruptamente cerca de la punta.
Tipicamente miden 25-50 micras x 2.5-5.0 micras, aunque algunos exceden estas

medidas.(Zillinsky, 1984)



MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Parasitologia Agricola, asi como en el laboratorio de semillas
de la Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro, localizada en Buenavista,

Saltillo, Coahuila, México.

Muestreo

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron tres materiales de cebada, los
cuales son: forrajeros el CANF 25-95 y el CANF 593-95 y de grano el CAN 435-94,
estas semillas fueron producidas en Navidad Nuevo Leoén en el ciclo Agricola del

ano 2000 al 2001.



Examen visual

Establecimiento de Experimento.

El analisis visual se hizo con 400 semillas de cebada de los siguientes

materiales: CANF 25-95, CANF 593-95 y el CAN 435-94.

Continuando con el examen visual, las muestras antes mencionadas se

procedio a separar las semillas de manera manual con la ayuda de unas pinzas.

La evaluacion consistio en contabilizar y separar a: semillas blancas, semillas
con punta negra, semillas de color café claro, semillas color café obscuro y

semillas chupadas. Asi mismo para la determinacion de la incidencia.



Siembra en Placa Agar

Establecimiento del Experimento.

Se seleccionaron 300 semillas de cebada de cada material: CANF 25-95,
CANF 593-95 y CAN 435-94 las cuales se clasificaron en 100 semillas blancas,

100 semillas sin gluma y 100 semillas con punta negra.

Desinfeccion de las Semillas

Una vez seleccionadas las semillas de cebada en matraces de 500 ml
conteniendo las semillas; agregandoles una solucion de hipoclorito de sodio al 1.0
por ciento, para luego agitarse por un espacio de tres minutos, una vez pasado
este lapso de tiempo se vaciaron las semillas en un colador para separar estas de
la soluciona, de cloro y fueron depositadas en un papel secante estéril para dejar

que se secaran las semillas.



Siembra

Para llevar a cabo este proceso de siembra en Papa Dextrosa Agar (PDA) se
tomaron todas las medidas de seguridad para no tener ningun contaminante en el
medio de cultivo durante el llenado de las cajas petri. La siembra se realizo en la
camara de transferencia previamente desinfectada con alcohol y se puso en

funcionamiento 15 minutos antes de iniciar la siembra.

La siembra se realizo utilizando un medio de cultivo PDA donde de cada
grupo de 100 semillas se distribuyeron en 10 repeticiones con 10 semillas cada
una. La siembra se realizo en el medio de cultivo PDA donde se distribuyeron las
10 semillas de cada repeticion separadas a espacios uniformes en la placa Agar
de la caja petri, posteriormente se sellaron con paraflim, a cada caja se identifico
con su respectiva repeticidon y material. Las cajas se llevaron a incubacion a una
temperatura ambiente de 18 a 26°C. Para luego proceder a la cuantificacién de las
colonias de hongos a partir de los cinco dias después de la siembra hasta los
nueve dias donde se realizo la ultima evaluacion.

La evaluacion se realizo mediante el conteo de colonias fungosas segun la
coloracién, su crecimiento en el medio y su identificacion posteriormente con
ayuda de microscopios y claves taxondmicas correspondientes. La incidencia se
determino, en base a 100 observaciones de semillas, de cada material de cebada
estudiado, y tomando en cuenta los parametros: semillas blancas, semillas sin

gluma y semillas con punta negra.



Siembra en papel secante y congelamiento.

Establecimiento del experimento.

Se seleccionaron 400 semillas de cebada de cada material: CANF 25-95,
CANF 593-95 y CAN 435-94. Siendo estos materiales los dos primeros de uso

forrajero y él ultimo de grano.

Desinfeccion de las semillas

Una vez seleccionadas las semillas de cebada en matraces de 500 ml
conteniendo las semillas; agregandoles una solucion de hipoclorito de sodio al 1.0
por ciento, para luego agitarse por un espacio de tres minutos, una vez pasado
este lapso de tiempo se vaciaron las semillas en un colador para separar estas de
la solucién de cloro y fueron depositadas en un papel secante estéril para dejar

que se secaran las semillas.



Siembra

Para llevar a cabo este proceso de siembra en papel secante y
congelamiento, se tomaron todas las medidas de seguridad para no tener ningun
contaminante. La siembra se realizo en la camara de transferencia previamente
desinfectada con alcohol y se puso en funcionamiento 15 minutos antes de iniciar

la siembra.

La siembra se realizo utilizando cajas de papel secante y congelamiento.
Donde de cada grupo de 400 semillas se distribuyeron en cinco repeticiones con
80 semillas cada una. La siembra se realizo en cajas de papel secante y
congelamiento, donde se distribuyeron las 80 semillas de cada repeticion
separadas a espacios uniformes en cada caja de plastico, posteriormente se
sellaron con paraflim, cada caja se identifico con su respectiva repeticién y
material. Las cajas se llevaron a incubacion a una temperatura ambiente de 19 a
25°C por un periodo de 48 horas, para luego meter las cajas a un congelador a —
19°C de temperatura durante 24 horas. Después de este tiempo se sacan las
cajas y se vuelven a dejar a temperatura ambiente durante 11 dias para después
proceder a su cuantificacién de las colonias de hongos a partir de los 11 dias

después de la siembra hasta los 12 dias donde de realizo la ultima evaluacién.



La evaluacion se realizo mediante el conteo de colonias, bajo el microscopio
estereoscopio y a su vez la identificacion, mediante claves taxondmicas
correspondientes. Fue determinada la incidencia de los hongos detectados en los
diferentes materiales estudiados, haciendo esto en base a la observacion de 400

semillas de cada material de semillas de cebada.

Prueba de germinacién

Una prueba de germinacién, permite establecer comparaciones del poder
germinativo entre los diferentes lotes de semillas de una misma especie (Moreno,

1996).

Establecimiento del experimento

Se seleccionaron 400 semillas de cebada de los materiales: CANF 25-95,

CANF 593-95 y CAN 435-94.

Siembra

Para llevar a cabo la siembra la muestra fue homogenizada, estas muestras
fueron divididas en cuatro repeticiones de 100 semillas cada una, estas semillas
se separaron a espacios uniformes sobre una toalla de papel humedo,
posteriormente se coloco otra toalla para cubrir las semillas. Las toallas con las

semillas se doblaron en forma de rollo, anotando los datos correspondientes de



cada material para su identificacion y se colocaron en posicion vertical dentro de
una bolsa de plastico abierta en la parte superior, estas se introdujeron en la
camara germinadora a 25°C de temperatura durante siete dias. Realizando el
primer conteo al quinto dia y el segundo al séptimo dia. Teniendo como

parametros de evaluacion las plantulas normales, anormales y no germinadas.

Evaluacion
Los criterios de evaluacion para las plantulas normales fueron de 2.5 cm de
crecimiento radical en adelante y de dos a tres raices con la misma longitud de
crecimiento, y para plantulas anormales se tomaron aquellas con un crecimiento
radical menor de 2.5 cm y menos de dos raices; pero también se tomaron en

cuenta aquellas semillas que no germinaron durante esta prueba.



Prueba de vigor (envejecimiento acelerado).

Establecimiento del experimento.

Se tomaron al azar 400 semillas de cebada de los materiales CANF 2595,

CANF 593-95 y CAN 435-94.

Siembra

Para llevar acabo la siembra las semillas fueron divididas en dos repeticiones
de 200 semillas, en una canastillas de alambre que se pone dentro de un vaso de
precipitado de 250ml conteniendo 100ml de agua. Estas semillas se colocaron en
soportes de alambre para que no tengan contacto con el agua. Estos recipientes
que contienen las canastillas con semillas se taparon con un plastico sujetado con
ligas y se procedié a colocarse dentro de la camara de envejecimiento a una
temperatura de 43 °C durante 72 horas. Al terminar este tiempo de incubacion se
sacaron los recipientes con las semillas y se realizo la prueba de germinacién, las
muestras fueron divididas en cuatro repeticiones de 100 semillas cada una, estas
semillas se separaron a espacios uniformes sobre una toalla de papel humedo,
posteriormente se coloco otra toalla para cubrir las semillas, las toallas con las
semillas se doblaron en forma de rollo, anotando los datos correspondientes de

cada material para su identificacion y se colocaron en una bolsa de platico abierta



en la parte superior, estas se introdujeron en una camara germinadora a 25°C de
temperatura durante siete dia, realizandose un conteo tomando los siguientes

parametros: plantulas normales, anormales y no germinadas.

Evaluacion

Después de lo realizado anteriormente se realiza la evaluacion tomando en
cuenta los siguientes criterios: para plantulas normales deben tener 2.5 cm 6 mas
de crecimiento radical y de dos a tres raices con el mismo crecimiento y para
plantulas anormales debe de tener menos de 2.5 cm de crecimiento radical y
menos de dos raices, pero también tomando en cuenta las semillas no

germinadas en esta prueba.



RESULTADOS Y DISCUSION

La micoflora de la semilla sin gluma evaluada en la placa de agar, sé
Obtuvieron los siguientes resultados. Los hongos encontrados con mayor
incidencia fueron Alternaria sp y Helminthosporium sativum , mientras que los de

menor incidencia fueron Fusarium, Nigrospora, Stemphylium 'y Rhizopus.

Al realizar la evaluacion se encontro que en el material CAN -435-94
presenta una incidencia del 98 por ciento de Alternaria Sp. Siendo mayor que los
materiales CANF 593-95 con 70 por ciento de incidencia y el material CANF 25-
95 con un 56 por ciento de incidencia. Mientras que el hongo Helminthosporium
sativum el material que presento mayor incidencia fue el CANF 593-95 con un 20

por ciento.

Como lo muestra la grafica los demas hongos encontrados la incidencia que
estos presentan es muy baja, pero haciendo una observacion de que el material
CANF 25-95 presento el 28 por ciento de semillas sanas. Esto nos demuestra

que este material es el menos infectado por estos patégenos.

Pero también hay que mencionar que el material CANF 593-95 demostro ser

€l mas susceptible a los patégenos encontrados.



INCIDENCIA %
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Figura 1. Incidencia de hongos detectados en diferentes materiales de

cebada en semillas sin gluma en placa de Agar.



La microflora de las semillas blancas se determino primeramente empleando
la prueba de placa agar; donde se obtuvieron los siguientes resultados.

La presencia de alternaria sp. fue muy alta en los materiales CANF 25-95,
CANF 593-95 y CAN 435-94; en cuanto Helminthosporium sativum, y Rhizopus.
Se comportaron como intermedios en la incidencia de la semilla de los tres
materiales antes mencionados.

Evaluando cada uno de los materiales se encontré que el material CAN 435-
94 presento mayor incidencia de Alternaria sp. con 89 por ciento, mientras que los
otros dos materiales tienen una incidencia similar al CANF 593-95 de 58 por

ciento y CANF 25-95 de 55 por ciento.

Con lo que respecta al hongo Helminthosporium sativum sé encontré que el
material CANF 25-95 presento una mayor incidencia de un 37 por ciento, el
material CANF 593-95 una incidencia del 27 por ciento mientras que el material
mas bajo fue el CAN 435-94 con un nueve por ciento como lo muestra la grafica.

Lo anterior coincide con lo que cita Zillinsky ( ). Que tanto Alternaria como
Helminthosporium causan tizones severos en las hojas y en el grano la

decoloracion que pueden reducir rendimiento y calidad.
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Figura 2. Incidencia de hongos detectados en diferentes materiales de

cebada, (semillas blancas), en prueba de Agar.




La microflora de las semillas con punta negra determinadas en la prueba de

placa agar, se obtuvieron los siguientes resultados.

La incidencia de Alternaria sp. en los tres materiales es mayor para el
material CAN 435-94 con un 78 por ciento para el CANF 593-95 presento un 25

por ciento y el material CANF 25-95 un 66 por ciento como lo muestra la grafica.

En cuanto a la incidencia de Helminthosporium sativum en el material CANF
25-95 tiene una incidencia de 34 por ciento mientras que los demas materiales
como son el CANF 593-95 alcanza un 25 por ciento y el CAN 435-94 presento un

20 por ciento.

Como lo muestra la grafica los unicos patdgenos presentes en esta prueba
con semillas escogidas con punta negra, podemos mencionar que los hongos que
esporularon en esta prueba, pueda deberse a que fueron desplazados por hongos

mas vigorosos y agresivos como lo indica Neergrard (1979).

Pero también podemos decir que las semillas con punta negra; presentan un

problema fitopatolégico en la regiéon de Navidad Nuevo Leon.
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Figura 3. Incidencia de hongos detectados en diferentes materiales de

cebada con punta negra, en prueba de Agar.




En la prueba de papel secante y congelamiento los resultados de la deteccion

de microflora fueron los siguientes.

Para los tres materiales CAN 435-94 tuvo una incidencia de 55 por ciento de

Alternaria sp mas alta que la de los demas materiales.

Tomando en cuenta que la incidencia de Helminthosporium sativum en el

material CANF 593 —95 es de 37 por ciento mientras que los de mas materiales

podemos decir que el porcentaje de incidencia no presenta variacion alguna entre

los materiales evaluados como lo muestra la grafica.
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Figura 4. Incidencia de hongos detectados en diferentes materiales de cebada, en la

prueba de papel secante y congelamiento.




Identificacion de los hongos detectados en las semillas de cebada, en pruebas de
sanidad.

Helminthosporium sativum

Para la identificacion de este hongo se tomaron en cuentas las siguientes
caracteristicas morfoldgicas:
Los conidioforos individuales o en grupos de dos a tres conidioforos pero raras

veces mas. La conidia (phragmospora) prominente de una cicatriz basal.

Prueba placa Agar.
Presento un crecimiento en el medio de la colonia, con una coloracién verde

obscuro similar a la de Alternaria.

En la prueba de papel secante y congelamiento.
La colonia fue muy marcada sobre la semilla, presentando una coloracién negra

brillante.

Los conidios y conidioforos presentes en masa densa. los conidios bajo mayores
aumento se ven de color café oliva obscuro, los conidios tienen paredes gruesas y
tipicamente de cinco a nueve septas. Pueden ser rectos o ligeramente curvos, con
paredes lisas y tienen una cicatriz prominente. Las medidas que obtuvieron fueron

de 59 micras de largo y 16 de ancho.



Alternaria sp.

Para la identificacibn de este hongo se tomaron en cuenta las siguientes

caracteristicas morfoldgicas.

La conidia (Dytiospora) obscura, transversal, longitudinal y alguna vez septas
oblicuas, ovoides, redonda en la base, lisa, encorvada o rugosa y provinente con
un pico. conidioforos obscuro, en grupos o solitarios, erectos, simples o

ramificados.

Prueba placa Agar.

Las colonias presentaron una coloracion en el medio de un tono grisaceo a verde
olivaceo.

Prueba papel secante y congelamiento

El crecimiento de este hongo fue sobre la semilla, al principio blanquecino, a gris

obscuro y por ultimo una coloracién obscura.



Los conidios se desarrollan solos o en cadenas, algo grandes midieron 49 micras

de longitud y 15 micras de ancho.




Como se puede mostrar en la grafica la semilla en cuanto a germinacion esta

dentro de los limites aceptables esto quiere decir que no afectaron los patéogenos

la germinacion aunque posteriormente se pueden presentar. Con lo que respecta

a los tres materiales se expresaron de la misma manera.

% GERMINACION

90

70

50

30

10

-10

RESULTADOS DE PRUEBA DE GERMINACION

/

—e— CANF-25-95
—e— CAN-435-94
—e— CANF-593-95

Q-V/
Anormal germinadas Germinadas

Figura 5. Germinacién de diferentes materiales de cebada.




En cuanto a vigor los resultados obtenidos son satisfactorios ya que los tres

materiales se comportaron de la misma manera. Pero no podemos descartar que

el patdbgeno puede ocasionar dafo alguno en la planta.
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Figura 6. Vigor en diferentes materiales de cebada.




CONCLUSIONES

e Se demostré que en la region de Navidad Nuevo Ledn existe un problema
fitopatologico que puede repercutir en la produccion de cebada.

¢ Dentro de la microflora que existe en las semillas de cebada sé encontrd
Alternaria,

Helminthosporium sativum, Fusarium, Nigrospora, Cladosporium y de mas
patdgenos asociados.

e Se determino que los patdgenos asociados a punta negra fueron:
Alternaria, Helminthosporium sativus, tienen una gran incidencia en la semilla de
cebada.

e Los patégenos encontrados no afectaron la germinacién y el vigor de las
semillas, pero sin descartar la posibilidad de que se encuentran presentes en la

semilla.
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APENDICE

Resultado de la prueba peso en mil semillas

MATERIALES (gr)
No repeticiones CANF-25-95 CANF-593-95 CAN-435-94
1 5.60 4.53 5.00
2 6.00 4.30 4.95
3 5.85 4.45 5.25
4 5.90 3.70 4.70
5 5.40 4.10 4.85
6 5.60 4.70 4.85
7 5.60 4.40 4.70
8 5.40 4.30 4.90

Como lo muestra la tabla el peso en los tres materiales no varia mucho ya
que el peso es casi uniforme para los tres materiales lo que indica que los
patdgenos no han deteriorado la semilla sobre todo no han influido en su peso por

el momento.




Resultado de analisis de pureza.

SEMILLAS (gr) CANF-593-95 CANF-25-95 CAN-435-94
Quebradas 1.50 0.20 0.02
Basura 0.05 0.10 0.02
Maleza 0.00 0.00 0.00
Oftras 0.00 0.05 0.20

En esta prueba de analisis de pureza se muestra que la semilla realmente no

viene contaminada por otros materiales y los materiales que se presentan estan

en unos rangos demasiados bajos lo que demuestra que la semilla su pureza es

aceptable.




Prueba de humedad

MATERIAL METER READING % DE HUMEDAD
CANF-593-95 3.00 8.42
CANF-25-95 4.50 8.75
CAN-435-94 6.00 9.09

Con lo que respecta a la prueba de humedad esta dentro de los rangos

aceptables ya que si te excedes de un 11% de humedad tendrias como

consecuencias problemas en almacenamiento que podrian contribuir el deterioro

de la misma semilla.




ANALISIS ESTADISTICO

Analisis de Correlacion: Variables: Alternaria - Germinacion

Coeficiente de Correlacion /Prob >/ R/ Ho: Rho=0/ N=12

PATOGENOS GERMINACION
PATOGENOS 1.00000 0.32142
0.0 0.3083
GERMINACION 0.32142 1.00000
0.3083 0.0
Variable dependiente: Alternaria
FV GL SC CM F P>F
Modelo 5 1202.91666667 240.58333333  1.39 0.3454
Error 6 1036.00000000 172.66666667

Correccion Total 11 2238.91666667

R — Cuadrados = 0.537276

C.V= 2531031

Prueba de Medias variable: Patogenos




Material Media

CAN 435-94 54.75 A
CANF 593 - 95 93.75 A
CANF 25 - 95 47.25 A

Nivel de significancia = 0.05 %; Tukey = 55.81

Variable dependiente: Germinacion

FV GL SC CM F P>F
Modelo 5 10.08333333 2.01666667 0.82 0.5792
Error 6 14.83333333 2.47222222

Correccion Total 11 24.91666667




En este trabajo se utilizo un disefio experimental para comparar que tanto influia la
incidencia de patdégenos la germinacion y vigor de la semilla ya sea directa e
indirectamente, comprobandose que aunque se tenga una incidencia alta de
patdgenos no influyo en nada la germinacion ni el vigor de la misma, ya que no se
le dieron las condiciones optimas al patégeno para que se desarrollara si no ala
semilla para germinar ademas que de cada material comparado con los demas

no fue significativo estadisticamente, todos se comportaron de la misma manera.



