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RESUMEN

El presente trabajo se llevo a cabo en el departamento de Parasitologia,
en el laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro (UAAAN) el cual consistio en seleccionar 1000 semillas de avena de la
variedad Kooker perteneciente a la cosecha de 1995, proveniente de la ciudad
de Pachuca Hidalgo, las cuales fueron colocadas en un matraz Erlenmeyer de
1000 mL e hidratadas con una solucion de Hidroxido de sodio (35g), azul de
algodon (.35g) y 700 mL de agua destilada estéril y se dejaron reposar por
espacio de tiempo de 72 horas a temperatura ambiente 25° 2 ,
posteriormente se separaron los embriones del pericarpio con la ayuda del
embudo de Fenwick , mediante el método de flotacion, de las 1000 semillas
solo se lograron rescatar 800 ya que 200 de ellas se desecharon por haberse
desintegrado y no contaron con la consistencia esperada para elaborar el
experimento, posteriormente se observaron al microscopio tomando como
unidad de muestra 10 embriones por cada observacion, haciendo un total de 80
observaciones, se detecto a Ustilago avenae ademas a Cladosporium sp.,
posteriormente se determino la incidencia de los hongos encontrados, de
acuerdo a los resultados se obtuvo ;Ustilago avenae conuna incidencia de 7.75
porciento el cual solo se observo esporas en los embriones infectados con
respecto a Cladosporiumsp, obtuvo una incidencia de 17.25 porciento. Y con
un 75% de granos que no se infectaron. Ambos hongos detectados fueron
evaluados el cual el hongo con mas porcentaje de contaminacién que se

presento en los granos de avena fue Cladosporiumsp. El cual corresponde
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aunos de los contaminantes transmitidos al igual que Ustilago avenaepor

semillas.

Palabras clave:Avena sativa, Ustilago avenae, Embriones, Cladosporium sp,

Semillas, Incidencia.



INTRODUCCION

El cultivo de la avena (Avena sativalL.) se cree que tiene origen en Europa
Occidental y se piensa que era una mala hierba de la cebada y que por ella se
extendid junto con ésta. En la actualidad se cultiva en muchas partes del
mundo incluyendo el Norte y Oeste de Europa, los paises de la antigua Union
Soviética, Norteamérica, Canada, Australia y China (Union Vegetariana

Internacional, IVU, 2006).

La Avenafue introducida a México después de la conquista de los
espafioles, teniendo como problema principal la poca variabilidad genética en
el pais, la cual ha sido una de limitante importante para su mejoramiento
genético. Su principal uso fue alimentar a los animales, cuya dieta era
completada con maiz y teocintle. La avena introducida fue una mezcla de

especies de Avena sativa y A.bizantina(Jiménez, 1992).

El cultivo de la avena destaca en México como una fuente importante de
alimento para el ganado; como forraje verde, o henificado y en la elaboracién
de alimentos balanceados. Su intervalo de adaptacion es amplio, ya que se
produce en forma satisfactoria desde las partes altas, frias y lluviosas hasta
ambientes semiaridos.

Actualmente Chihuahua es el principal estado productor de avena en México,
con el 69.3% del volumen la produccién entre los afios de 2007 a 2009. El

Estado de México, Durango, Zacatecas e Hidalgo le siguen en importancia y



cuentan con el 11.5%, 9.4%, 4.6% y 3.5% de la produccion respectivamente
(Financiera Rural, 2010).

Uno de los principales problemas que afronta el cultivo de la avena son los
dafios ocasionados por las enfermedades, que pueden ser virales, fungosas u
ocasionadas por cualquier otro agente externo. Pero entre estas destacan las
del tipo fungoso, ocasionando dafios directos e indirectos a las plantas y a su
produccion, afectan significativamente la calidad de la semilla. Estas
enfermedades interfieren en el desarrollo del cultivo desde el momento en que
la semilla es depositada en el suelo, hasta el momento en que la planta ha

producido ya la semilla.

Entre las principales enfermedades del tipo fungoso que ataca al cultivo
de avena se destacan los carbones del grano, el principal sintoma que
presenta esta enfermedad es que la inflorescencia, excepto el raquis, es

remplazada por masas de esporas de carbon (CIMMYT, 2010).

Este hongo sobrevive en forma de micelio latente en el embrién de la
semilla, manifestandose los sintomas después de espigar. Durante la floracién,
las espigas pueden ser infectadas por esporas transportadas por el viento

(INFOAGRO, 2009).

Por lo tanto los hongos pueden ser transmitidos en el embrién y esta

infeccion quizas tenga un lugar esencial en el ciclo del hongo. Los hongos



imperfectos atacan frecuentemente a las semillas de cosechas (Neergaard,

1979).

Mendoza (1990) menciona que la  economia agricola mundial sufre
anualmente significativas pérdidas que fluctian entre el 7 y 10 por ciento de la
cosecha total debido a enfermedades causadas por agentes de diversa indole,
entre los cuales figuran: hongos, bacterias y virus. Muchos microorganismos
disminuyen cualitativamente y cuanticamente, algunos bajan la calidad de la
semilla por causar decoloraciones graves al valor comercial de la semilla,
particularmente cuando el grano es para consumo, otros efectos o dafos a la
semilla por los hongos son: abortos de semillas, arrugamiento, granos

pequefios y otras alteraciones fisioldgicas.

Menciona Neergaard, (1979),que la produccién de sustancias toxicas en
la semilla esta asociada con la presencia de hongos que atacan a los granos o

semillas en almacén.

Por esta razén este proyecto bajo la hipétesis se espera que al menos la
mitad de embriones observados y evaluados respectivamente, estén infectados
con diferentes patdgenos y principalmente se encuentre carbon volador
(Ustilago avenae) ya que estos hongos estan asociados a los patdogenos que
son transmitidos por semillas, por el cual corresponden a causar dafos
severos cuando no se toman medidas de control siendo, certificadas o

desinfectadas por microorganismos transmisores de semillas.



JUSTIFICACION

La informacion existente acerca de la situacion del cultivo de la avena en
los estados de México es inadecuada, ya que no esta actualizada por lo
consiguiente se considero realizar la presente investigacion sobre acerca de las
enfermedades fungosas mas importantes del grupo de los carbones,
patébgenos que son una limitante para el sistema de produccion en el cultivo de

avena, en estados productivos y que causa un severo dafio en su rendimiento.

En este caso el problema que enfrenta el cultivo de avena y otros cultivos
de cereal, es por carbén volador, un hongo que a su vez provoca dafios muy
severos y que se encuentra en la semilla, provoca dafios muy severos a la
espiga de la avena y que solo deja desnudo el raquis de la planta en

comparacién con otras enfermedades fungosas que ataca al cultivo.

El presente trabajo, tiene la finalidad de proporcionar informacion para
la identificacion de algunos patdégenos internos en la semilla y que son
transferidos en ellas, en los cultivos de cereales en zonas productoras y que
es de mucha importancia ya que provocan un cebero dafio sin ser
diagnosticadas o que simplemente su sintomatologia no les permite hacer un

diagnostico oportuno, para detectar a tiempo el problema.



OBJETIVOS

Objetivo General

Deteccion de patdgenos presentes en semillas de avena (Avena sativa) de la

variedad Kooker 234 de la cosecha de 1995 de la region de Pachuca Hidalgo.

Objetivo Especificos

1. Determinar la incidencia de embriones contaminados de patdégenos.
2. Detectar el carbén volador(Ustilago avenae) en los embriones de avena

(Avena sativa).

HIPOTESIS

Se espera al menos que la mitad de embriones de avena estén infectados con

diferentes patégenos y una incidencia de 20% con el hongo Ustilago avenae.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del Cultivo de Avena (Avena sativa) en México.

La avena ocupa el séptimo lugar entre los granos y cereales producidos en el
mundo, con el 1.2% de la produccion entre los ciclos 2000/01 y 2010/11. Los
principales cereales y granos cuentan con las siguientes participaciones: maiz
(34.9%), trigo (30.3%), arroz (20.6%), cebada (6.9%), sorgo (3.0%) y el mijo
(1.5%) (Financiera Rural, 2010).

A nivel mundial mas del 90 % de la energia consumida por el ganado herbivoro
proviene de los forrajes, lo anterior es debido a que proveen una elevada
concentracion de proteina y energia a un bajo costo, considerando las altas
producciones de materia seca (MS) por unidad de superficie (Givens et al.,
2002).

En México La superficie de la avena ha disminuido en casi la mitad y la
produccién en 30% desde los afios 80°s. En el afio 1983 se alcanzé un maximo
de 152 mil hectareas sembradas y en 1984 un maximo de 186 mil toneladas
producidas. Posterior a estos afios la siembra y produccion de avena
disminuyeron y han sido variables. En 2009 se sembraron 76 mil hectareas de
avena en el pais y se produjeron 130 mil toneladas de este cereal.
Representando respectivamente una disminucion de 26.9% y 11.9% en
relacion con el afio anterior.Los rendimientos han sido muy variables del afio
2000 al afio 2009, en que han oscilado entre 1.41 a 2.03 toneladas por

hectarea (Financiera Rural, 2010).



Distribucion Geogréfica e Importancia Econdmica

A nivel nacional, el area productora que mas destaca por su superficie
sembrada es Chihuahua es el principal estado productor de avena grano en
México, con el 69.3% del volumen la produccion entre los afios de 2007 a
2009. El Estado de Meéxico, Durango, Zacatecas e Hidalgo le siguen en
importancia. A nivel mundial encontramos a la Union Europea, Rusia, Canada,
Estados Unidos y Australia. Entre estos cinco paises se cosecho el 74.9% de la
superficie mundial de avena y se produjo el 82.2% del cereal (Financiera Rural,

2010).

El cultivo de la avena tiene una gran importancia a nivel mundial ya que la
mayor parte de la dieta (Judd et al., 2002), de los seres humanos proviene de
las gramineas, tanto de una forma directa (granos de cereales, harinas y
aceites), como indirecta (carne, leche y huevos que provienen del ganado y las

aves que se alimentan de los pastos o granos).

Posicion Taxondmica
De acuerdo a Méarquez (1990) el cultivo de avena ha sido clasificado

taxonomicamente de la siguiente manea:

CLASE Liliopsida
ORDEN Poales
FAMILIA Poaceae
TRIBU Aveneae
GENERO Avena
ESPECIE A. sativa



Morfologia del Cultivo

Raiz

La planta de avena posee un sistema radical potente, sus raices son
fibrosas, mas abundantes y mas profundas que otros cereales. La aparicion de
la radicula, seguida casi inmediatamente por las raices seminales, corresponde
a la primera etapa de la germinacion. Estas raices embrionarias presentan
pocas ramificaciones y crecen solo hasta que las plantas alcanzan un estado
promedio de tres hojas (Aguado, 1978).

El desarrollo radicular, tanto de las raices seminales como de las
secundarias, es proporcional a la temperatura. ElI crecimiento cesa en el
espigado, e incluso puede llegar a degenerar durante el periodo de formacion
de grano (Lopez, 1991).

Luego de iniciada la etapa de encafiado, las raices principales y los
entrenudos de la parte aérea se van desarrollando en forma relativamente
rapida; estos entrenudos, que varian en longitud y didmetro, presentan nudos
prominentes, los cuales alcanzan un niumero promedio de seis en los cultivares

mas precoces y de siete en los cultivares mas tardios(Bonnett, 1961).

Tallos
Los tallos son generalmente herbaceos (en gramineas de césped) o huecos
(en el bambu), aunque hay excepciones, como los tallos medulares del maiz y

los lefiosos de algunos bambues.



Hojas

A partir del estado de la segunda hoja, comienza el crecimiento de
macollos desde yemas ubicadas en los subnudos del eje principal. Los
macollos corresponden a brotes laterales y su desarrollo sigue el mismo
modelo del tallo principal; asi un macollo va emitiendo hojas y produciendo
raices adventicias durante su desarrollo vegetativo. Las plantas deben llegar a
producir entre tres y cuatro macollos, siendo comun que uno o dos de los
macollos de formacién mas tardia no logren aportar al rendimiento (Bonnett,
1961).

Las etapas de crecimiento y desarrollo, sin importar la variedad,
localizacion o estacion del afio, son a menudo identificadas por el nUmero de
hojas desarrolladas. Las etapas de desarrollo se basan en un sistema comudn
usando para todos los cereales de grano pequefio, el cual se le asignan
nameros del cero al nueve. Algunas etapas pueden ser subdivididas (Reeves Y

Sraon, 1976).

Flores

La diferenciacion de la panicula ocurre simultaneamente con el inicio de
la elongacion de los entrenudos; el mayor incremento en el tamafio de la
panicula, se produce durante el proceso de elongacion del pedunculo (Aitken,
1977).

La Inflorescencia esta es una panicula o panoja abierta, suelta y de tipo
compuesta la cual presenta un eje principal o raquis central fragil, y ejes o
raquis secundarios que corresponden a ramas provenientes del eje principal, el

cual presenta ramas laterales, cada uno de los cuales se ramifica a la vez en la



misma forma, y en el extremo de estas ramificaciones van las espiguillas. Los
ejes secundarios son largos, finos, sencillos o0 compuestos y sostienen en cada
uno un pequefio numero de espiguillas, que llevan de dos a cuatro flores, de
las cuales solo dos son fértiles (Aguado, 1978).

Las flores van dispuestas sobre un pequefio raquis o raquilla, en cuya
base hay dos glumas. Las glumas son membranosas y de color variable, segun
las variedades, que pueden ser de color blanco, amarillo, rojizo, gris o negro,
terminan en punta y tienen de tres a siete nervaduras bien marcadas y una
raquilla muy poco pronunciada, son anchas y mas largas que las flores
(Aguado, 1978).

La espiguillas de avena nacen separadamente en las ramas que salen
en los nudos de los tallos de la inflorescencia, cada espiguilla esta unida por un
pedunculo, estas espiguillas estan protegidas por dos laminas a modo de
glumas que envuelven al grano, una espiguilla de avena puede contener 1, 2 6
3 granos, pero para modo de identificacion sélo se toman los granos primarios

de las espiguillas de la parte alta de la panicula (INSP, 1976).

Semillas

La Semilla (grano), el color dado por la lema o cascara es una
caracteristica taxonomica muy constante en el género Avena sin embargo es
modificado por el medio; usualmente es mas oscuro que el normal en climas
hamedos y cuando se alarga la cosecha, otros factores por el cual se puede
modificar es en la henificacion ya que se decolora el grano. El color de grano

puede ir desde crema ligero hasta café oscuro en condiciones adversas, en
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condiciones normales o buenas se tiene las siguientes tonalidades: blanco,

crema, amarillo, claro, café claro y negro (Jiménez, 1992).

Cada semilla esta contenida en un fruto llamado caridpside el cual
exteriormente presenta una estructura denominada pericarpio; éste
corresponde a la fusion de las paredes del ovario y se presenta unido a la testa
de la semilla. Esta ultima esta conformada internamente por el endospermo y el
embridn, el cual a su vez esta constituido por la coleorriza, la radicula, la
pliumula u hojas embrionarias, el coledpilo y el escutelo o cotiledon (Bonnett,

1961).

Carbones del Grano de Pequefias Gramineas

De acuerdo a Agrios (2005), menciona que los carbones de las plantas
producidos por los Basidiomycetes del orden Ustilaginales se encuentran en
todo el mundo y hasta este siglo fueron la causa de graves pérdidas en los
granos. Algunos carbones infectan semillas o plantulas antes de que emerjan
del suelo y se desarrollan en el interior de las plantulas hasta que alcanzan la
inflorescencia. Otros sélo producen infecciones locales en las hojas, tallos y
otros Organos. Las células de los tejidos afectados son destruidas y
reemplazadas por las esporas negras del carbén, o primero son estimuladas
para que dividan y crezcan a tal grado que producen un hinchamiento o agalla
de tamafo variable y son entonces destruidas y reemplazadas por las esporas
negras del carbén. Estas esporas estan presentes en masas denominadas
soros, los cuales pueden mantenerse firmemente unidos so6lo temporalmente

por medio de una membrana delgada y débil o por una de cierta durabilidad.
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Los Patogenos: Ustilago nuday U. tritici.

El micelio es hialino cuando crece en la planta,pero cambia a color café cuando
casi ha llegado a la madurez. Las células miceliales se transforman en
teliosporas cafés, esféricas y equinucleadas, las cuales germinan con rapidez y
producen un basidio que consta de 14 células. El basidio no forma
basidiosporas, pero sus células germinan y producen hifas uninucleadas cortas
que se fusionan en pares y producen un micelio dicariético que es capaz de
producir infeccidn. Las pérdidas debidas a dicha enfermedad pueden ser hasta

de un 10 6 40% en ciertas localidades en un determinado afio (Agrios, 2005).

Sintomatologia del Carbén Volador en Avenay Cebada

Esta enfermedad ocasiona dafios al destruir los granos de las plantas que ha
infectado y al manchar disminuye la calidad del grano de las plantas no

infectadas después de la cosecha.

Figura 1. Sintomas del carbdn volador de los cereales A) de campo con las espigas de cebada
infectadas con carbén volador causado por Ustilago nuda. B) detalle de las espigas sanas
(Derecha) y varias espigas infectadas con carbon volador.

(Fig. 1) Fuente: Agrios, 2005
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Por lo general, el carbon volador no produce sintomas visibles sino hasta que
la planta ha producido su espiga. En ocasiones, las plantas atacadas forman
sus espigas antes que las sanas, de ahi que las cabezuelas infectadas a
menudo se proyecten sobre las de las plantas sanas. En una planta infectada
es frecuente que todas las cabezuelas, asi como las espiguillas y granos, sean
atacadas por el carbdén, aunque algunas de ellas en ocasiones escapan a la
infeccion.En las espigas infectadas, cada espiguilla se transforma por completo
en una masa carbonosa que consta de esporas de color verde olivo (fig. 1).
Dicha masa es cubierta inicialmente por una delicada membrana grisacea que
en poco tiempo se rompe y liberan a las esporas polvorientas del hongo. Estas
esporas son entonces llevadas por el viento y dejan al raquis como un tallo

desnudo (Agrios, 2005).

Carbén Volador o Desnudo de la Avena

Taxonomiay Descripcion

De acuerdo con Agrios (2005) ubica el género Ustilago avenaede la siguiente

manera:

Reino:  Fungi
Phyllum:  Basidimycota

Clase: Basidiomycetes

Orden:Ustilaginales

Género: Ustilago

Especie: avenae
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Las teliosporas son esféricas a subesfericas, pardo verduzco claro a negro,
finamente equinuladas, de 4-8um de diametro; la masa de esporas es pardo
verduzco oscuro. U. avenaese distingue de U. hordei por la equinulacion
superficial de las esporas, lisas en esta ultima especie; el hongo se parece a U.
nuda, el carbén semidesnudo de la cebada, que en general se considera como

un sinénimo de U.avenae.

Huéspedes

El huésped principal es la avena, pero se encuentra sobre una amplia

gama de especies de Avena, entre ellas A. fatua y A. nuda(Neergaard, 1979).

Distribucion Geografica

Esta distribuida en todo el mundo, pero las razas patogénicas estan

limitadas a regiones, segun los cultivares utilizados.

Enfermedad

U.avenae causa un carbon desnudo. Los soros pulverulentos pardo verduzco
oscuros sustituyen a los granos; normalmente las glumas quedan
completamente destruidas y las masas de esporas se liberan faciimente.
Puede producir la muerte de las plantulas; en la hoja bandera pueden
desarrollarse lesiones y masas de esporas; los sintomas dependen en gran

parte del cultivar de huésped y de la raza patogénica (Neergaard, 1979).
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Epidemiologia

Pueden distinguirse dos ciclos de la enfermedad. Las teliosporas
transportadas por el viento desde las paniculas atacadas llegan hasta los
organos de las flores abiertas produciendo infeccion de pericarpio y de la
pared interna de las glumas o, alternativamente, las esporas diseminadas
posteriormente permanecen como contaminantes entre las cariopsis y las

glumas, o se alojan en la superficie de estas durante la trilla.

La infeccion sistémica se desarrolla a partir de semilla infectada
(infeccidn a flor y a plantula) o como infeccion de plantula debida a las esporas
gue contaminan la semilla. El tipo de infeccién a la semilla, segun sea el ciclo
de la enfermedad, repercute sobre el método a aplicar para tratar la semilla, y
probablemente explica porque en los USA y en otros lugares ha sido mas dificil
reducir la infeccién del carbén desnudo de la avena que la del carbén vestido

(Ustilagohordei) (Neergaard, 1979).

Importancia Econémica

En la mayor parte del mundo el carbén desnudo de la avena es mas
frecuente que el vestido; en los paises en desarrollo se dan infecciones graves,
poCO comunes en paises con una agricultura técnicamente avanzada, entre
ellos los de Europa, debido al uso sistematico desde los afios veinte de

fungicidas organomercuricos (Neergaard, 1979).
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Ciclo Patoldgico de los Carbones Voladores del Trigo y de la Cebada

Producidos por Ustilagotritici y U. nuda

Ambospatdégenos invernan en forma de micelio latente en el cotiledon (en
ocasiones llamado el escutelo) de los granos infectados. Cuando se siembran,
los granos infectados comienzan a germinar, el micelio reanuda sus actividades
y crece intercelularmente a través de los tejidos del embrion y de la plantula
joven hasta que llega a la zona de crecimiento de la planta. Cuando la planta
forma su espiga, e incluso antes de que emerja, el micelio invade todas las
espiguillas jévenes donde crece intercelularmente y destruye la mayor parte de
los tejidos de la espiga, excepto al raquis. La liberacion de esporas coincide
con la apertura de las flores en las plantas sanas. Las teliosporas que se
depositan sobre las flores germinan mediante la formacion de un basidio, en el
cual se forman las hifas haploides. Una vez el micelio dicariético resultante
penetra en la flor a través del estigma o por las paredes del ovario joven y se
establecen en el pericarpio, integumentos, etc., asi como en los tejidos del
embrién antes de que los granos lleguen a la madurez. El micelio pierde
entonces su actividad y entra en reposo, principalmente en el escutelo, hasta

gue germina el grano infectado (Agrios, 2005).

Importancia de la Transmision de Enfermedades por Semilla

De acuerdo a Zillinsky (1984),el desarrollo de métodos y técnicas de deteccion,
son medidas de suma importancia para poder determinar la presencia de

microorganismos en semillas y determinar si éstas causan o no problemas en
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la dispersion; mediante esta informacion se tendran elementos para informar al

agricultor y campesinos sobre la calidad de la semilla.

Infeccion de la Semilla

Menciona Garcia (1984), que las entradas del patégeno a las semillas. Son
operaciones de la cosecha y trilla, con sus movimientos de masas vegetales
provocan la presencia del in6culo sobre la cubierta de las semillas. Cuando el

inoculo infesta las semillas, el mecanismo de entrada puede ser:

La infeccion se realiza a través de la flor, principalmente por el pistilo

(carbon desnudo, cornezuelo en cereales y gramineas, virosis

transmitidas por el polen).

- Por el patdgeno que invade las espigas, vainas y otro tipo de fruto de
donde pasa directamente a las semillas en formacion.

- El patégeno se mueve por el sistema vascular de la planta es infectada

y a través de este sistema penetra en las semillas en formacion.

- Las semillas se encuentran expuestas a las esporas llevadas
directamente por el viento y el agua de la lluvia, la infeccion se realiza a

través de las cubiertas de la semilla.

Mecanismos de Infeccién de Semillas

En cualquier observacion de los mecanismos de transmision de la semilla
debe hacerse entre dos procesos o condiciones:
- Establecimiento de un patdégeno dentro o sobre la semilla, esto implica

gue el patdgeno esta en la semilla.
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- Transferencia del patégeno y establecimiento de infeccion en la planta
para la semilla, esto implica que el patégeno es transmitido por la
semilla.

Un patdégeno puede o no ser transmitido por semilla. Esto es asumido
razonablemente de la transmision por semilla establecida cientificamente por
un patdégeno solamente cuando algun otro medio de transmision es excluido,
semejante como transmision por aire, suelo, residuos de plantas vectores, etc.
(Neergaard, 1979).

Los hongos desde la germinacion de la semilla ocasionan
infestaciones, iniciandose la fuente de infeccion (Neergaard, 1979). Se
mencionan 7 combinaciones de sitio de infeccion (intraembrional,
extraembrional, contaminacién de la semilla e infeccién de 6rganos especificos)

y tipos de infeccion (sistémico, infeccion local y saprofito).

Sanidad de Semillas
Puesto que las semillas son portadoras de patdgenos y de otros organismos,
muchas veces no producen sintomas, para su deteccién es necesario que se
utilicen técnicas de laboratorio especificas.Muchos de los organismos que
producen dafios considerables a las semillas son graves parasitos de semillas
y reducen el rendimiento cualitativo y cuantitativamente, mientras que otros,
incluidos saprofitos facultativos y parasitos de debilidad, pueden bajar la
calidad de las semillas al causar decoloracion o manchas, lo cual deprecia
seriamente el valor comercial de aquellas. Estos dafios pueden ser producidos
por hongos, por bacterias, por virus o bien por otros organismos como pueden

ser los nematodos (Gonzalez et al., 2004).
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Para evaluar los hongos contaminantes que se transmiten en la superficie de
las semillas tales como el tizon, el moho, el mildéu polvoso y la roya se recurre

a las técnicas del lavado de la semilla (Rao et al., 2007).

Menciona Arrigada (2000) que el analisis del liquido resultante del lavado de la
semilla ayudan a;

e Detectar esporas o0 micelios.
e Detectar nematodos.

e Detectar presencia de pesticidas evidenciado por sustancias colorantes.

Obtencion de Semilla Sana

Tratamientos Fisicos
De acuerdo a Gingery (1993), pertenecen a este grupo los tratamientos donde
la destruccion de organismos patdgenos se hace mediante la accion de un

agente fisico como calor o radiaciones.

Sin embargo, Arboleda (1997), La temperatura es un factor que se
puede utilizar para eliminar estructuras de patégenos e insectos en las semillas
cuando las caracteristicas de las semillas lo permitan.

En 1885, Jensen fue el primero en aplicar el calor en forma de agua caliente
para eliminar Phytophthora infestans en tubérculos de papa. En 1888, el
método fue adoptado para eliminar carbones producidos por Ustilago nuda en
avena y cebada por inmersion de la semilla en agua a 54,8°C por minutos.
También es este género, el agua caliente reduce la infeccion de la Alternaria

brassicicola (De Tempe y Binnerts, 1961).
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Deteccion de infecciones internas de la semilla

Sin embargo, De Tempe y Binnerts, (1961), mencionan Una técnica
para determinar la presencia de Ustilagoavenae en semilla de avena. En la
que consiste remojar las semillas con hidroxido de sodio y se tifien los
embriones con lo que se identifican las hifas de este carbon. Puesto que se
encuentra internamente del embridn al igual para el caso de trigo y cebada. Se
observa con aumentos de 100X, permitiendo detectar de esta manera las
caracteristicas de Ustilagospp. Sin embargo coinciden con la metodologia de
Warhamet al., (1996), para detectar hongos patdgenos en los embriones de la

semillas.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Experimento

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Fitopatologia de
Parasitologia Agricola, de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, en
Buenavista, Saltillo, Coahuila, México, cuyas coordenadas son 25° 23" latitud
Norte y 101° longitud Oeste con una altura de 1743 msnm, con una

temperatura de 17.2°C y una precipitacion media anual de 279.1 mm.
Material Utilizado

Se utilizé avena de la variedad de kooker 234, la semilla evaluada en el
presente trabajo fue producida en el municipio de la region de Pachuca
Hidalgo. Se ubica en la region centro-oriental de México. Con las coordenadas:
al norte, 21° 24’; al sur, 19° 36’ de la latitud norte; al este, 97° 58’; al oeste, 99°
53’ de la longitud o este. Tiene una superficie de 20.846 km?, por su tamafio
ocupa el lugar 26 en la Republica Mexicana, representando el 1,1% de la
superficie del pais.

Pruebas de Sanidad de la Semilla
Prueba del Embrién para Detectar el Carb6n Volador
Se utilizo el método descrito por Warham et al., (1996)que es una prueba
estandar de 1000 semillas de avena. Posteriormente las semillas se dejaron
reposar en un matraz con una solucion de hidroxido de sodio (35g) recién
preparado, que contuvo azul de tripano para este caso en avena se reemplazo
el azul de tripano por azul de algoddn (.35g) y agua destilada (700mL) los

cuales funcionan igual para la tincion de
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Hongo del carbén en embriones de trigo, avena y cebada. Se realiz6 a una
temperatura ambiente durante 22-24 horas. El utilizar una solucion de NaOH

mas débil o una temperatura mas baja hace dificil la extraccion,

Extraccion de Embriones

Ya obtenidas las semillas remojadas, se lavaron con agua caliente para
separar los embriones a través de los pericarpios resquebrajados. Se utilizé
una vasija de Fenwick (Flotador de Fenwick) el que es utilizado para lavar los
quistes de anguilulas de las muestras de suelo. Se apoyo con una entrada
directa de agua caliente en la base del flotador de Fenwick, esto ayudo un poco
a separar los embriones y los llevo hacia la parte superior del flotador de
Fenwick. Una vez flotados los embriones se atraparon en el borde del flotador
con un tamiz de 1 mm y otros tamices de malla mas grande para recoger los

trozos de endospermo y la cascarilla.

Separacién de los Embriones y la Cascarilla

Se logro separar los embriones de la cascarilla y otros desechos. Se
mantuvieron en un recipiente que contenia partes aproximadamente iguales de
lactofenol (un tercio de glicerol, uno de fenol y uno de &cido lactico) y agua. Ya
obtenidos los embriones se limpiaron con lactofenol sin agua. Posteriormente
se sumergieron por completo los embriones en glicerol fresco y se colocaron en
las minillas de porta objeto en hileras de 10 embriones cada muestra, se
evaluo por cada unidad de embrion esto se realizo para facilitar el examen de

observacion al microscopio.
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Evaluacién de Embriones Observados

Se examino con cuidado cada embrion bajo un microscopio estereoscopio con
un aumento de 100X, wusando iluminacidbn desde abajo de la platina.
Posteriormente se contaron los embriones infectados y la cantidad total de
embriones examinados. La observacion de cada unidad de embrion se detecto,
esporas de Ustilago avenae en muy poca proporcién. El micelio se observo
ligeramente tefiido de color azul en la parte de los tejidos del escutelo, asi
como también las esporas de un color café dorado, a amarillo. En la evaluacion
de los embriones observados se detecto otro tipo de hongo en el escutelo del
embridbn que presentaba, pedazos de micelio y fue identificado como
Cladosporiumspel cual ambos hongos fueron detectados en los embriones

evaluados de las semilla de avena.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Prueba del embrion para detectar el carbon volador
Se logro separarel embridon, es decir que brotaron de la cascarilla y del
pericarpio. En las cuales las semillas que se dejaron remojar durante 48 hrs
se obtuvieron, poca proporcion de embriones brotados, por lo consiguiente se

dejo a 24 hrs mas en reposo.

Figura 2. Proceso para hacer brotar los embriones de la cascarilla y el pericarpio A) semillas reposadas
durante 48 hrs B) la misma prueba dividida en dos matraces de 500ml durante 24 hrs mas C) embriones

brotados con un total de 72 hrs de reposo.
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Al realizar esta prueba, durante 48 hrs se encontr6 que no toda las
semillas de la muestra presentaban resultados de embriones brotados
uniforme, en la cual una de las posibles causas se puede observar que no fue
el suficiente tiempo para realizar dicho experimento, como también se
determina que en el matraz de 1000 mL las semillas no tuvieron suficiente
espacio para que el hidréxido de sodio penetrara hasta el lugar del embrion.
Cabe mencionar que la funcion del Hidréxido de sodio en las semillas daba
lugar a un hinchamiento entre la cascarilla, pericarpio y el embridén dejando asi

la facil tincion del azul de algodon.

Extraccion de Embriones
Una vez brotados los embriones. Se realizo un lavado para separar los
embriones de la semilla, con el Flotador de Fenwick que consisti6 en una
entrada de agua caliente hacia la base del flotador, obteniendo asi los
embriones lavados y casi limpios de desechos de la semilla (Warhamet al.,

1996).

Figura 3. Desarrollo del lavado de los embriones A) Flotador de Fenwick con una entrada directa de
agua caliente B) Lavado de los embriones (agua caliente) C) Embriones atrapados en el tamiz y

depositado en un vaso de precipitado.
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De Tempe y Binnerts (1961) mencionan que la accién de remojar y lavar
las semillas con agua caliente permite que los sintomas y signos de la
enfermedad sean mas visibles en el analisis interno de las semillas de

gramineas.

Separacion de los Embriones
En esta prueba se muestra como aun de ser lavados los embriones, se
obtuvieron con menos desechos de la semilla. Volviendo a realizar un colado

fino para obtener mas limpios los embriones.

Figura 4. Obtencidon de embriones A) recipiente con lactofenol y los embriones recuperados B)

embriones a evaluar.

Una vez finalizado el proceso de separacién y lavado de los embriones,
se mantuvieron en un recipiente con partes iguales de Lactofenol. Se mantuvo
a una temperatura de 4°C en un refrigerador, a esta temperatura que se

encontraban era muy adecuada para el proceso de la observacion.
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Evaluacion de Embriones
En esta prueba muestran como fueron colocados y analizados cada
embridn por cada unidad para la observacion. Se determino el porcentaje de
infeccion de los hongos que son transmitidos por semillas de avena. En este

caso del cultivo de avena se detectaron dos tipos de hongos en los embriones

observados.

Figura 5. Monta de embriones A) gotero con embriones B) papel filtro con embriones tefiidos C)
colocacion de los embriones por medio de una aguja a un portaobjeto.

La utilizacion de un gotero, aguja de diseccion y el papel filtro facilito el
traslado del embrién a él portaobjeto (figura 5). El cual de cada 10 embriones
colocados en el portaobjeto, algunos mostraban infecciones por Ustilago
avenaeo por otro hongo diferente.Las caracteristicas para identificar al hongo
se realizo con el aceite de inmersion bajo la vista de un microscopio con
objetivos de 40X a 100X.

Se utilizo el método descrito por Warham et al., (1996), el cual se
determino el porcentaje de infeccion por carbon volador, segun la cantidad de
embriones infectados y el niumero de embriones examinados, y no por la

cantidad de semillas remojadas.
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Deteccidon de Carbdn Volador (Ustilago avenae) en Embriones.

De acuerdo con Rennie y Seaton (1975), mencionan que al realizar
pruebas con embriones, para la deteccion de carbdén volador en cereales se
tiene una ventaja de obtener resultados rapidos, y seguros sin influencia

ambiental.

Figura 6.Masa de embriones observados en el microscopio A) embribn sano B) embrion

infectado por esporas de Ustilago avenae.

Sin embargo, Rennie y Seaton, (1975) mencionan en un estudio realizado que
en el cultivo de cebada se encuentra presente Ustilago nuda en el embrién de

la semilla de cebada al igual que en el cultivo de avena y trigo.

Figura 7. Bajo la vista de un microscopio se muestra el micelio del hongo y las esporas del
carbén en un embrion (Derecha) de cebada infectado.
(Fig. 7) Fuente: Agrios, 2005
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En el estudio realizado por De Tempe y Binnerts, (1961) mencionan
queUstilago spp se encuentra presente dentro del embrién.De acuerdo con el
estudio realizado en los embriones de avena se detecto esporas de Ustilago
spp en el hospedero de avena por el cual la especie corresponde a Ustilago

avenae.

Figura 8. Esporas de Ustilago avenae en embriones de avena.

De acuerdo a Zillinsky (1984), identifica que Ustilago spp, muestra
esporas globosas a subglubosas u ovoides, 6-9 um de color amarillo marrén a
marrén olivaceo con la superficie minuciosamente equinulado. El cual son
patégenos de cereales que producen masas de esporas (teliosporas), que se
encuentran interno en la semilla. Por lo consiguiente son patégenos que se

transmiten por la semilla y/o por el suelo.

El estudio realizado y De acuerdo a Rennie y Seaton (1975), muestra
que esta prueba realizada se detecto Ustilago avenae, en los embriones el
cual se presento esporas en el interior del embrién infectado. Cabe destacar
gue la infeccion por carbén volador (Ustilago avenae) no fue muy alto el
porcentaje de infeccion en los embriones el cual se obtuvo una incidencia de

7.75 por ciento.
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Cladosporiumsp

En el estudio realizado se detecto otro hongo diferente a Ustialgo
avenae debido a las caracteristicas morfologicas y claves taxondmicas que
autores definen a Cladosporiumsp. Se detecto como un contaminante o

saprofito que se trasmite por semillas de cereales (Barnett y Hunter, 1972).

A B C

Figura 9. Estructuras del hongo CladosporiumspA) presenta ramificaciones B) y C)pedazos del micelio

deCladosporiumspencontrado en la superficie del embrién de la semilla de avena.

Debido a los resultados obtenidos de este estudio se encontré una
incidencia de 17.25 por ciento de dafios causado por Cladosporiumsp, en los
embriones de las semillas evaluadas.

De acuerdo a Romero (1980), reporta a Cladosporiumspcon caracteristicas
morfolégicas de micelios encontrados en las semillas de cereales. Mismas
caracteristicas que muestra (figura 9) en esta prueba realizada se encontrd

partes del micelio de este género en semillas de avena.

Barnett y Hunter (1972) mencionan la biologia de Cladosporiumsp, presenta

micelio de color café a purpura. Posee conidiéforos elongados, obscuros,
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levantados, ramificados cerca del apice agrupado o simples, conidias oscuras,
de 1 o 2 células, variables en forma y tamafio, ovoides, cilindricas o irregulares,
algunas con forma tipica de limon, se reconoce como parasito en plantas o

saprofito.

Sin, embargo Romero (1980), menciona que su epidemiologia de
Cladosporiumsp.No se reproduce sexualmente, sobrevive como micelio y
esclerocios, dentro o en la superficie de la semilla, y en residuos de plantas

enfermas que se quedan en el campo.

Cladosporiumsp, corresponde a los hongos que son trasmitidos por semillas
en campo. Que invaden las semillas en las plantas en desarrollo y requieren
para su crecimiento una cierta humedad, el tiempo de aparicion de este hongo
durante el almacenamiento de la semilla depende de las condiciones por lo
general su actividad se reduce (Silva, 1993).También persiste este género en el

grano de cereales si estan suficientemente secos (Lacey 1989).

Recientemente Carmona (2008) muestra que tanto Ustilagoavenae vy
Cladosporiumsp, son patégenos transmitidos por semillas de trigo, cebada y
avena por lo tanto esta directamente relacionada en la continuidad del ciclo

bioldgico de los patdogenos de una generacion a otra del hospedante.

Recientemente Khanzada et al., (1980) realizo también esta prueba para
la deteccién de Ustilago nuda que infecta a los embriones de las semillas, en

este caso para el cultivo de trigo, muestra que la presencia de este hongo en
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los tejidos de la semilla puede ser observada, por tincion, también es utilizada
para la deteccion de Ustilagotritici . Demuestra que ambos patégenos se
encuentran internamente en la semilla y que afecta a los embriones, al igual se
extraen con NaOH (5%) y después se tifien con azul de tripano,
posteriormente los embriones se separan del endospermo haciendo pasar las
semillas a través de diferentes tamices. El micelio del patégeno se observa
tefido por el azul de tripano y es observo bajo la vista de un microscopio

(Feodorova, 1987).

Esta misma prueba coinciden con el estudio realizado para la deteccién
de carbon volador (Ustilago avenae) en las semillas de avena que muestra
gue se detecto la presencia de este hongo en los embriones evaluados. Sin
embargo, algunos patdégenos no se encuentran internamente o bien se
encuentran en la superficie de la semilla en cantidad muy baja como fue el
caso de Cladosporiumsp, un contaminante que se detecto en esta prueba. Se
analizaron 800 embriones en total el cual resultaron 200 infectados con
problemas de hongos como fue Ustilagoavenae y Cladosporiumsp. Reportados
ambos hongos como patégenos transmitidos internamente en la semilla de
granos pequeiios de cereal, que en este caso la prueba se realizo con semillas

de avena.
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CONCLUSION

Se detecto carboén volador (Ustilago avenae) portado en las semillas de
la regién de Pachuca Hidalgo de la variedad Kooker 234 perteneciente de la
cosecha de 1995. La presencia de este hongo, se encontrdé con una incidencia
baja lo mismo para Cladosporium sp, patdégeno que estd asociado en la
transmision de enfermedades por semillas, ambos hongos se localizaron

internamente como también en la cubierta de la semilla.
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