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RESUMEN

En los ultimos afios se ha presentado la fusariosis o rofia de la espiga atacando a variedades de
cebada maltera (Hordeum vulgare L.) en Valles Altos, México. Esta enfermedad causada por
Fusarium afecta la calidad sanitaria del grano por la produccion de micotoxinas, como el
deoxynivalenol (DON) que danan la salud de las personas y de los animales que consumen granos o
productos contaminados. Entre las medidas de control se recomienda el empleo de variedades
resistentes; sin embargo, actualmente solo se cuenta con variedades susceptibles a esta enfermedad.
En 2013 se inicié un proyecto entre el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) y el Colegio de Postgraduados para identificar fuentes de resistencia a la rofa de
la espiga y a la produccién de DON en lineas generadas por el INIFAP, cultivadas en Valles Altos. El
objetivo general del presente estudio fue aislar especies de Fusarium de lineas de cebada maltera para
ser integradas a un estudio de seleccion de cepas de F. graminearum productoras de DON; y como
objetivos particulares: 1) aislar especies de Fusarium de semilla de cebada cultivada en Valles Altos;
2) identificar taxonémicamente las especies de Fusarium; y 3) generar una coleccion de cepas de F.
graminearum. Para la deteccion de la micoflora se utilizo el método de papel secante y congelacion y
para la identificacion de géneros y especies se utilizd el Manual de laboratorio “Ensayos para la
semilla de maiz y trigo” del CIMMYT y The Fusarium laboratory manual. Se detectd a los hongos:
Alternaria, Epicoccum, Fusarium, Gonatobotrys, Helminthosporium, Nigrospora y Ulocladium.
Aunque la incidencia de Fusarium fue baja se identifico a F. graminearum, F. equiseti, F.
avenaceum, F. dimerum, F. sambucinum y F. oxysporum. En total se generd una coleccion de 25

cepas de F. graminearum de semilla de cebada.



I. INTRODUCCION

En México, la produccion de cebada (Hordeum vulgare) se desarrolla en la zona centro del pais
principalmente en los estados de Hidalgo, Tlaxcala, México, Guanajuato, Puebla, Zacatecas,
Michoacan y Querétaro. La cebada es una planta anual de gran importancia tanto para animales como

para humanos y actualmente el quinto cereal mas cultivado en el mundo.

El principal uso de la malta es para la produccion de cerveza, la cual se encuentra dominada por dos
grandes corporativos, Cerveceria Modelo y Cerveceria Cuauhtémoc-Moctezuma, las cuales a su vez
han desarrollado sus propias comercializadoras de grano de cebada, las que celebran contratos con
los productores agricolas para la produccion de las variedades malteras demandadas por la industria.

Esto ha significado un estimulo para la produccion de cebada maltera (Islas et al., 2003).

Sin embargo, en los ultimos dos afos se ha presentado la fusariosis de la espiga, golpe blanco o tizon
de la espiga, enfermedad fungica, atacando la cebada en Valles Altos de México, que incluyen los
estados de Tlaxcala, Puebla, Hidalgo y el Estado de México y es causada por un complejo de
especies del género Fusarium, entre las que predominan: F. graminearum, F. culmorum, F.
avenaceum y F. poae. Sin embargo, Fusarium graminearum es la que ocurre con mayor frecuencia

en el mundo.

Al igual que en trigo, en la cebada ocurre una baja en peso de los granos que estan infectados con la
fusariosis. Como un problema adicional es la presencia de varias micotoxinas, especialmente la
llamada deoxynivalenol (DON). Esta micotoxina es muy estable durante todos los proceso de
elaboracion de la cerveza, afectando la calidad tanto de la malta como del producto ya terminado,
ademas de la calidad del grano. Se ha observado que la presencia de Fusarium esta muy relacionada

con el efecto espumoso, es decir una sobreproduccion de espuma en la cerveza (INIFAP, 2010).


http://es.wikipedia.org/wiki/Planta_anual

Los dafios causados por la fusariosis de la espiga son de tipo cuantitativo y cualitativo. Los primeros
se manifiestan a través de la reduccion del rendimiento, del nimero de granos por espiga y del peso
de mil granos, debido a que el micelio de Fusarium impide el transporte de nutrimentos para el
desarrollo del grano. Las malterias no pueden utilizar cebada que ha sido severamente afectada por la
fusariosis de la espiga porque, ademas de presentar menor extracto de malta (germinacion controlada,
proceso en el cual se consigue que el almidon de la malta se degrade parcialmente), poder
diastatico(capacidad de degradar el almidon en azlcares, funcion del contenido en enzimas) y
porcentaje de germinacion, pueden contribuir a la generacion de olores desagradables en la cerveza y
provocar el efecto de gushing (salida abrupta de espuma) ya que aportan cuerpo, asi como color y
dulzor, y contribuyen a mejorar la espuma Los dafos cualitativos se deben a la produccion de

micotoxinas nocivas para la salud del hombre y de los animales.

Es relativamente reciente el conocimiento que se tiene de las toxinas asociadas al hongo de Fusarium
graminearum, presentes en el trigo y la cebada, ademas por los efectos que causan en humanos y
animales, ha motivado la generacién de mayor investigacion sobre estas toxinas. En los ultimos afios
se ha observado un incremento en la produccion de cebada y a la importancia actual que presenta
dicho cultivo en México, tanto en la industria maltera y cervecera como en su utilizacion para la
alimentacion animal, la contaminacion con micotoxinas es el aspecto mas importante de la fusariosis,
a causa del riesgo que implica para la salud humana y la animal (Barrera, 1994). Actualmente en

México no se cuenta con variedades de resistentes a la fusariosis.

Por lo tanto, es necesario determinar la incidencia de especies de Fusarium presentes en las nuevas
variedades de cebada maltera que se estdn generando en los ambientes de la region cebadera, a través
del analisis de muestras de grano en laboratorio para su identificacion; para lo cual se plantearon los

siguientes objetivos e hipotesis.

1.1. Objetivo general

» Detectar y aislar especies de Fusarium de lineas élite de cebada maltera cultivadas en Valles

Altos.



1.1.1. Objetivos particulares

» Detectar y aislar especies de Fusarium de semillas de cebada maltera cultivadas en zonas
productoras de los estados de Puebla, Tlaxcala, Hidalgo y México.

» Identificar taxonémicamente las especies de Fusarium aisladas de las lineas élite de cebada
maltera.

» Generar una coleccion de material biologico de cepas de Fusarium graminearum para

estudios futuros de evaluacion de produccion de micotoxinas DON.

1.2. Hipotesis

H:: Son pocas las especies de Fusarium que se encuentran asociadas a la semilla de lineas élite de

cebada maltera, cultivadas en Valles Altos.



II. ANTECEDENTES

2.1. Antecedentes de la cebada maltera en México

Se tienen antecedentes del cultivo de la cebada en las culturas Babilonica, Egipcia y China, en donde
se cosechaba este producto de forma silvestre. Se considera que de manera accidental se descubrieron
las propiedades de la cebada, cuando al estar almacenada cierto tiempo bajo condiciones de humedad
favorables, la semilla germinaba y al ser empleada para la preparacion de alimentos, éstos resultaban
con mejor textura y sabor. Asi, en forma deliberada se inici6 el proceso de germinacion de cebada.
En la actualidad, éste cereal se produce en casi todo el mundo, destindndolo principalmente a dos
tipos de mercado, como alimento para ganado y para produccion de malta. Particularmente en
Meéxico, aproximadamente el 70 % de la cebada que se produce se destina para la industria maltera, y

el 30 % restante para la alimentacion de ganado (Aguilar y Schwentesius, 2004).

El desarrollo de la cebada maltera en México se inicidé en 1906, con el establecimiento de la primera
fabrica de malta. El gobierno mexicano de aquella época permitié a los duefios de esta nueva
industria la importacién de cebada maltera, sin pago de impuestos, a cambio de fomentar el cultivo
de este cereal para su abasto en el pais. No obstante, hasta la década de los cuarenta la mayor parte de
la cerveza producida en México se elabord con malta importada. La segunda guerra mundial cambi6
el escenario, ya que las cervecerias se vieron imposibilitadas para importar la malta y empezaron a
elaborarla a partir de la cebada disponible, que era de calidad forrajera (Medellin (1997) citado por
Espinoza (2003)).

A iniciativa de las principales industrias cerveceras como la Cuauhtémoc, Moctezuma y Modelo de la
época, en la década de 1950 se introdujeron semillas de cebada maltera provenientes del extranjero,
principalmente de los Estados Unidos. Al inicio los rendimientos fueron bajos, debido en gran parte a
que las variedades introducidas no se adaptaron a las condiciones agroclimaticas de México; las
plantas se acamaban, desgranaban y eran tardias en su maduracién. Cada cerveceria promovia la
siembra de estas variedades y competia con las otras en forma directa por la materia prima, a través
de sus respectivos distribuidores de cerveza en la region, incluso de sus propios compradores.
Muchos distribuidores se convirtieron en comisionistas, intermediarios y acaparadores. Los
industriales de la cerveza llegaron a la conclusion de que la competencia por la materia prima

nacional les arrojaba mas problemas que beneficios. Por ello, en el afio de 1958 las tres mayores
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agroindustrias del ramo mencionadas fundaron Impulsora Agricola S.A. de C.V., empresa que en la

actualidad es controlada por dos consorcios cerveceros nacionales (Aguilar y Schwentesius, 2004).

Actualmente, las industrias cerveceras en México forman un duopolio en el que compiten por los
consumidores en las diferentes regiones del pais y por el mercado internacional, pero trabajan bajo un
esquema de “cooperacion”, encargando a Impulsora Agricola .S.A. de C.V., la adquisicion de la

materia prima (Aguilar y Schwentesius, 2004).

2.2. Descripcion general del cultivo de cebada maltera

La cebada es un cultivo de estacion corta y de maduracion temprana, tolerante a una amplia gama de
condiciones adversas, incluyendo el frio, la sequia y los suelos salinos. Prospera en un rango
ambiental mucho mas amplio que cualquier otro cereal, en climas desde subarticos hasta
subtropicales. La temperatura adecuada para su desarrollo varia entre los 15°C y 31°C. Requiere poca
humedad, entre los 400 y los 1300 mm de precipitacion. Dada la amplia distribucion geografica de la

cebada y su adaptabilidad unica, existen miles de formas de este grano (Muiioz, 2008).

Ademas de las cebadas tradicionales de dos y seis hileras, se han desarrollado variedades desnudas
para aplicaciones alimenticias. Dado que la cebada desnuda requiere poca limpieza después de ser
cosechada, puede usarse el grano entero, incluyendo el salvado y el germen rico en nutrimentos. Los
productos alimenticios hechos a base de cebada desnuda son considerados alimentos de grano

integral (Aguilar y Schwentesius, 2004).

2.2.1. Clasificacion taxondmica

La cebada es una planta monocotiledonea, anual de gran importancia tanto para la alimentacion de
animales como de personas, actualmente ocupa el quinto lugar entre los cereales mas sembrado en el
mundo. La cebada pertenece a la familia de las Poaceas (gramineas) y al género Hordeum. La

clasificacion botanica de la cebada es la siguiente:



Reino: Plantae

Divisioén: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Poales

Familia: Poaceae

Subfamilia: Pooideae

Tribu: Triticeae

Género: Hordeum

Especie: Hordeum vulgare L.

Linnaeus (1757) clasifico a la cebada en cuatro diferentes especies cultivadas, de acuerdo a la
fertilidad y a las diferencias morfologicas de las espigas. Hordeum vulgare, cuyo ancestro es H.
spontaneum (silvestre), se caracteriza por producir una espiga con dos hileras, raquis quebradizo y
germinacion tardia; H. distichum, utilizado para la obtencion de cerveza; y H. hexastichum, empleado
basicamente como forraje para la alimentacion animal. Tanto H. distichum como H. hexastichum,
como especies cultivadas, se agrupan bajo el nombre tnico de Hordeum vulgare L., sub sp. vulgare

(Agro Inversiones S.A., s/f).

2.2.2. Caracteristicas morfologicas

La planta de cebada suele tener un color verde més claro que la del trigo la cual, en los primeros

estadios de su desarrollo, suele ser mas erguida.

Hojas: las hojas estrechas y color verde claro. La planta de cebada suele tener un color verde mas claro

que el del trigo y en los primeros estadios de su desarrollo la planta de trigo suele ser mas erguida.

Raices: El sistema radical es fasciculado, fibroso y alcanza poca profundidad en comparacion con el
de otros cereales. Se estima que un 60% del peso de las raices se encuentra en los primeros 25 cm del

suelo y que las raices apenas alcanzan 1.20 m de profundidad.

Tallo: El tallo es erecto, grueso, formado por unos seis u ocho entrenudos, los cuales son mas anchos
en la parte central que en los extremos junto a los nudos. La altura de los tallos depende de las

variedades y oscila desde 0.50 cm a un metro.



Flores: Las flores son autdgamas, con tres estambres y un pistilo de dos estigmas. Las flores abren
después de haberse realizado la fecundacion, lo que tiene importancia para la conservacion de los

caracteres de una variedad determinada.
Fruto: El fruto es un caridpside, con las glumillas adheridas, salvo en el caso de la cebada desnuda.

Grano: El tamaio del grano depende de la influencia del ambiente y sus dimensiones varian, puede
alcanzar una longitud maxima de 9.5 mm y una minima de 6.0 mm de ancho, mide entre 1.5 y 4.0

mm (Ibarguren, 2014).

2.3. Importancia econémica y social del cultivo de cebada maltera

La cebada ocupa el cuarto lugar entre los cereales mas consumidos en el mundo, después del maiz,
trigo y el arroz. La razén de su acogida en el mundo es por su adaptabilidad ambiental (Pérez, 2010).
Dentro de los principales productores de cebada se encuentran: Unién Europea con 61.1, Rusia con
19, Canadé con 8.5, Australia con 9.4 y Ucrania con 9.7 millones de toneladas (Departamento de

Agricultura de Estados Unidos, 2016).

La producciéon mundial de cebada del afio 2015 fue de 148.63 millones de toneladas. Los 145.24
millones de toneladas estimados este afio podrian significar una disminucion de 3.39 millones de
toneladas o un 2.28 % en la produccion de cebada alrededor del mundo (Departamento de

Agricultura de Estados Unidos, 2016).

La cebada es considerada como un producto estratégico y materia prima indispensable para la
elaboracion de cerveza. En la cadena agroalimentaria de la cebada maltera participan alrededor de
55,000 productores de cebada, dos grupos fabricantes de cerveza: el Grupo Modelo, que abarca
alrededor del 56.4% del mercado, y Femsa que cubre el 43.6% del mercado consumidor de cerveza

en México (Munoz, 2008).

La industria cuenta con 17 plantas productoras de malta y cerveza en 11 estados del pais. La tasa de
crecimiento en promedio que la industria cervecera mostro en el periodo comprendido entre 1991 a
2003 fue del 12 % anual. Este sector aportd en el ano 2004 el 1.6 % del Producto Interno Bruto

Nacional y el 3.8 % de la recaudacion fiscal total en México. La cadena productiva de esta Industria
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genera unos 88,000 empleos directos y unos 800,000 empleos indirectos. Siendo el consumo
percéapita anual de alrededor de 50 litros (SAGARPA (2005), INEGI (2005) citados por Muioz
(2008)).

La versatilidad de la cebada la convierte en un grupo apropiado para una gran variedad de usos, entre
los principales destacan el forraje para ganado, el malteado y la alimentacién humana. Se estima que
dos terceras partes de la producciéon mundial de cebada se utiliza como forraje y grano en la
alimentacion de ganado vacuno, porcino y aviar y la tercera parte restante es utilizada para consumo

humano principalmente en la elaboracion de malta (USDA (2004) citado por Mufioz (2008)).

El cultivo de cebada representa una alternativa nutrimental, que ahorra costos con respecto al maiz y
otros granos, para alimentar a diversos animales, incluidos el ganado vacuno lechero y cérnico,
porcino, ovino y avicola. Si bien es comparable al maiz como fuente de energia; la cebada es
significativamente mas alta en proteinas, aminoacidos y fibras tutiles. Los niveles proteinicos de la
cebada generalmente varian entre 13.5 y 14.5 %, niveles superiores cuando se comparan con los del

maiz (9.3 a 9.8 %) (Mufioz, 2008).

Debido a su amplia disponibilidad y a sus numerosas ventajas nutrimentales, la cebada es
considerada un alimento importante en la dieta humana en muchas partes del mundo. La cebada tiene
un alto contenido de fibra, antioxidantes benéficos y vitaminas del complejo B, aunque bajo

contenido de grasas y cero colesterol.

Las investigaciones mas recientes se han centrado en los beneficios potenciales de la cebada para la
salud humana. Los resultados iniciales indican que la presencia de B-glutano, una forma de fibra
asimilable, disminuye el colesterol en la sangre, ayuda a regular la respuesta de glucosa de la sangre
y puede fortalecer el sistema inmunologico. Asi mismo se estan estudiando los efectos de la cebada
sobre la reduccion de los factores de riesgo de la diabetes al mejorar la salud intestinal y promover el

mantenimiento de la pérdida de peso (Munoz, 2008).



2.4. Produccion nacional de cebada maltera

La produccién de cebada en México ha aumentado en los ultimos afios, de tal forma que actualmente
ocupa el quinto lugar en la produccion nacional de granos, después del maiz, sorgo, trigo y frijol,

desplazando de éste lugar al arroz y garbanzo (Espinoza, 2003).

La produccion de cebada se concentra en el centro del pais, siendo los estados més importantes
Hidalgo 29.4 %, Tlaxcala 23.0 %, Guanajuato 18.9 %, Estado de Méxicol1.6% y Puebla 9.0 %, que
en conjunto aportaron el 92 % del volumen y valor generado en 2013(FND-SHCP, 2014).

La produccion nacional se distribuye en los dos ciclos agricolas, lo cual representa una ventaja para
la industria cervecera nacional ya que esto reduce los costos financieros, de logistica y almacén, asi
como poder ajustar su demanda de acuerdo a su crecimiento en ventas. El estado de Hidalgo es el
primer productor de cebada en el ciclo P-V, con una participacion en el afio agricola 2008 del 31 %
de la produccion total. En cambio durante el ciclo Otofio-Invierno (O-I) el estado de Guanajuato es el
primer productor con contribucion en el afio agricola 2008 del 29 % de la produccion total

(SAGARPA, s/f).

En el ciclo Otofio-Invierno se obtiene alrededor del 20 % de la produccion del afio agricola,
concentrandose el 95% de este volumen en el Gltimo trimestre del afio. Por su parte, en el ciclo
Primavera-Verano se obtiene el 80% del volumen, que se obtiene casi en su totalidad en el segundo

trimestre del ano (FND-SHCP, 2014).

En México la cebada destinada al proceso de transformacion para convertirse en malta es mayor al 90
% del total de la produccion; el principal producto que se obtiene de la malta es la cerveza, cuyos
subproductos se emplean para la alimentacion de ganado ademds de la elaboracion de quimicos y

solubles agregables (2000Agro, 2007).
2.4.1. Superficie sembrada, cosechada y produccion a nivel nacional y estatal

En México se obtuvo una produccion de 845 mil toneladas en una superficie sembrada de 321 mil
hectareas, con un rendimiento de 2.7 toneladas por hectarea, destinada principalmente para grano

(Cuadrol) (SIAP-SAGARPA, 2014).



Cuadro 1. Produccion agricola de cebada, ciclo 2014: Modalidad Riego + Temporal (SIAP-
SAGARPA, 2014).

Precio
Uso Superficie Produccion Rendimiento Medio Valor. )
Rural produccién
(PMR)
Sembrada Cosechada 1 1 (Miles de
(ha) (ha) (ton) (tonhat)  ($ton?) pesos)
Grano 321,789.59 313,634.08 845,706.95 2.70 3,489.84 2,951,381.79
Semilla 1,620.00 1,620.00  8,131.00 5.02 4318.95  35,117.37

Los estados de Hidalgo, México, Puebla y Tlaxcala aportaron el 68 % del grano producido en
Meéxico, cultivado bajo condiciones de temporal. Sumando la cosecha de Guanajuato, donde se
siembra bajo condiciones de riego, la cifra llega al 77 %; ademads, en el Altiplano Central se

encuentran tres de las cuatro agroindustrias malteras del pais (Aguilar y Schwentesius, 2004).

i-;t]‘(;lﬁnr-_ia

"

- A\
o . .
\ ) O Cohahuila y
8§ > -s Nucvo Leon
- \ \\ S Chihuahua
% &

S )
& ) £
3 L & 3 : . 3
L\ % / Altiplano Central:

|

. 3 Durango Hidalgo, México,
RNt N Puebla, Tlaxcala
g \)—
- N o ST
/.;)CJICCJS, //
San Lus Potosi, 4 G
1 # A
Bajio S Ry g
Guanajuato N Phxaca <
Querétaro B e
Michoacan = i
Jalisco e r
\"K\/ﬁ‘\\
"

Figura 1. Principales zonas de produccion de cebada maltera en México
(Aguilar y Schwentesius, 2004).
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2.5. La produccion de cebada en Valles Altos

La cebada es un cultivo de gran importancia economica y social en la zona de los Valles Altos del
pais (Estado de México, Puebla, Tlaxcala e Hidalgo); los agricultores la prefieren en lugar de otros
granos debido a que se cultiva en forma extensiva y mecanizada. Su impacto en la economia de la
region no solo se debe a la superficie sembrada y a la produccion obtenida, sino que, es la mejor
alternativa agricola en el ciclo P-V para los productores de areas de temporal con riesgo de heladas
tempranas, ya que es de ciclo corto (114 dias a cosecha) y se adaptan a suelos delgados y de lomerio,
donde otros cultivos tienen serias restricciones para producir (Zepeda (1999) citado por Islas et al.
(2003)). Los Estados de Hidalgo y Tlaxcala son los dos principales productores de cebada para grano
de temporal en México. Ambos estados proporcionan casi la tercera parte de la produccion total
nacional. La cebada producida en ambos estados es de la especie Hordeum sativum Jess, de seis

hileras de grano (Lopez et al., 2005).

El principal promotor de la cebada maltera en Tlaxcala, Hidalgo, Puebla y Estado de México es la
empresa IASA, organismo filial del Grupo Modelo (organizacién cervecera mas importante de
México). IASA, ademas de comprar la cosecha, financia a los productores con fertilizantes, semillas

y otros insumos (Zepeda (1999) citado por Islas, et al. (2003)).

2.6. Problematica fitosanitaria de la cebada en Valles Altos

Las regiones de los Altos, Santa Lucia Texcoco, Estado de México; Almoloya, Hidalgo;
Nanacamilpa, Tlaxcala y Cuyuaco, Puebla, son climaticamente aptas para la siembra de trigo y
cebada. Sin embargo, las numerosas enfermedades que se presentan en la region son una fuerte
limitante de la produccion, especialmente por el alto costo de los fungicidas y de su aplicacion. En el
caso de la produccion de semillas, se debe tener presente que el grano infectado constituye el indculo

primario de la gran mayoria de las enfermedades (Gilchrist, 2000).

En general, las manchas foliares han ocupado un lugar prioritario en Valles Altos, pero hoy dia los
cambios en los métodos culturales dirigidos hacia la labranza minima (por ejemplo, retener los

residuos de cosecha) han favorecido el incremento de indculo de las manchas foliares y de las
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diferentes especies de Fusarium que causan fusariosis de la espiga, y por ende provocan una mayor

incidencia de enfermedades.

La fusariosis se ha convertido en un nuevo problema fitosanitario no so6lo por su efecto en los
rendimientos, sino también por su impacto en la calidad del grano por las toxinas que produce el

hongo Fusarium con afectos en la salud humana y animal (Gilchrist, 2000).

La fusariosis constituye uno de los factores mas importantes que limitan el rendimiento. El sistema
de mercadeo americano ha devaluado enormemente el grano de cebada debido a que la tolerancia a
esta enfermedad es de cero y los compradores de cebada de Dakota del Norte evitan las compras del

cereal; en China, el dafio es severo y se le conoce desde hace 35 afios (Gilchrist, 2000).

2.6.1. Principales hongos que invaden la semilla de cebada

El potencial de rendimiento de las distintas variedades de cebada se encuentra limitado por diversos
factores de manejo agrondmico entre los que destacan: la deficiente preparacion del suelo, siembra
fuera de la estacion de crecimiento, inadecuada cantidad y mala calidad de semilla utilizada,
deficiente fertilizacion en cuanto a dosis y aplicacion, asi como por factores biodticos. Dentro de este
ultimo factor sobresalen las enfermedades causadas por algunas especies de hongos y/o sus
derivados, que en el cultivo de cebada maltera, de manera especifica, pueden afectar la germinacion
del grano, ademas de afectar la producciéon de amilasa y de igual modo alterar los subsecuentes
procesos de fermentacion por tener efectos adversos en la calidad de la levadura. Por otro lado la
presencia de hongos en la malta presenta riesgos para la salud humana debido a la posible presencia
de micotoxinas y a los efectos que pueden resultar en la calidad de la cerveza especificamente en lo

relacionado a sus propiedades fisicas y organolépticas (Muioz, 2008).

Hernandez (1998) y Gutiérrez (2000) (citados por Mufioz, 2008) reportaron un total de 10 géneros de
hongos patégenos para el cultivo de la cebada en México (Cuadro 2). Cabe senalar que las especies
pertenecientes a estos géneros y sus caracteristicas intrinsecas dependen fundamentalmente del

vegetal que invaden, el clima y la region geografica en la cual se desarrollan.
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Cuadro 2. Géneros de hongos patdgenos y enfermedades causadas en cebada (Hernandez
(1998) y Gutiérrez (2000) (citados por Mufioz (2008)).

Género Nombre comun de la Parte afectada
enfermedad
Alternaria Mancha negra del grano.  Semilla, hoja y espiga.
Tizon de la hoja.
Aspergillus Pudricion. Semillas.
Cladosporium Pudricion. Hoja, tallo, espiga y
semilla.
Erysiphe Cenicilla. Hojas, tallo y espiga.
Fusarium Rofia de la espiga. Tallo, espiga, semilla y
Pudricion de la espiga. raiz.
Helminthosporium Mancha Oval. Hoja, tallo, espiga,
Mancha reticulada. semilla y raiz.
Raya Foliar.
Pythium Pudricion. Tallo, semilla y raiz.
Puccinia Roya. Hojas, tallo y espiga.
Sclerotium Pudricion. Hojas y tallo.
Ustilago Carbones. Espiga y semilla.

2.6.2. Fusariosis en el cultivo de cebada

En los ultimos afios se ha presentado la fusariosis atacando la cebada en Valles Altos, México, region
que incluye los estados de Tlaxcala, Puebla, Hidalgo y el Estado de México. Al igual que en trigo, en
la cebada ocurre una baja en peso de los granos que estan infectados con la fusariosis. Como un
problema adicional es la presencia de varias micotoxinas, especialmente la llamada deoxynivalenol,
mejor conocida como DON. Esta micotoxina es muy estable durante todos los proceso de elaboracion
de la cerveza, afectando la calidad tanto de la malta como del producto ya terminado. Ademas de la
calidad del grano y la presencia de micotoxinas, se ha observado que la presencia de Fusarium esta
muy relacionada con el efecto “espumoso”, término empleado para referirse a la sobreproduccion de

espuma en la cerveza (INIFAP, 2010).

13



La fusariosis o tizon de la espiga del trigo es causada principalmente por Fusarium graminearum
(Schwabe), aunque en Holanda y en algunas regiones del centro de Europa se menciona a F.
culmorum como la especic mas importante. En Polonia se ha demostrado que F. culmorum, F.
graminearum y F. nivale tienen un grado similar de patogenicidad (severo/fuerte) en cereales, y que
F. avenaceum tiene una patogenicidad de débil a media. F. graminearum ataca las espigas del trigo,
particularmente los 6rganos florales, reduciendo asi la formacion o llenado de granos. El inoculo
principal esta constituido por macroconidios o ascosporas (teleomorfo: Gibberella zeae (Schw.)
Petch), el cual es diseminado por el viento y la lluvia. El momento de la infeccidon ocurre durante o
después de la floracion, directamente sobre las anteras que salen de las glumas. Los conidios se
depositan sobre las anteras, germinan y penetran hasta el ovario, estimulados por la mayor
concentracion de colina y betaina en los granos de polen y anteras. La espiguilla infectada pierde
clorofila rapidamente y se torna descolorida, posteriormente toma un color rosa o salmon,
especialmente en la base y bordes de las glumas. Si la humedad se mantiene alta, la espiguilla
enferma es invadida por hongos saprofitos que le dan una coloracion obscura o negra, razon por la
que, equivocadamente, le han llamado "carbon de la espiga". En campo es comun observar que las
primeras espiguillas infectadas por la fusariosis se encuentren en el tercio medio de la espiga, debido
a que ahi es donde se inicia la antesis. Si las condiciones ambientales permanecen favorables, la
infeccion avanza a las espiguillas adyacentes, y en pocos casos puede llegar a infectar toda la espiga
incluyendo el raquis o pedunculo de la misma. Cuando la infeccion por F. graminearum es fuerte, los
granos dafiados son cubiertos con el micelio del hongo y toman una apariencia de masa algodonosa
de color rosa. Si la severidad del ataque es moderada los granos pueden quedar chupados y bajos de

peso, ademas de tomar una coloracion blanquecina (Gilchrist, 2000).
2.6.3. Condiciones ambientales que favorecen el desarrollo de Fusarium

Las condiciones ambientales son determinantes en el proceso de penetracion y en general en la
infeccion de Fusarium. Algunos investigadores reportan que a nivel de campo y en condiciones
favorables los primeros sintomas de la fusariosis se aprecian a los dos o tres dias, después de la
infeccidn; sin embargo, en algunos casos estos se presentan a los cinco dias. Los sintomas de la

infeccion se observan en las glumas y sobre los granos (Kohli, 1989).

Uno de los factores principales que favorecen el desarrollo de la fusariosis son las temperaturas

calidas. Ireta y Gilchrist (1994) indicaron que temperaturas entre 16 y 36 °C, con o6ptimo de 32 °C,
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son las requeridas para la produccion de indculo y dispersion de F. graminearum. Estas temperaturas
acompafiadas de alta humedad relativa, dias cortos de baja intensidad luminica favorecen el
desarrollo de la enfermedad. Otros factores son los suelos acidos, arenosos, con bajo pH, pobres en
nitrogeno y alto suministro de potasio. También las heridas ocasionadas a las raices por maquinaria o
nematodos como Melodogyine incognita aumentan la susceptibilidad al marchitamiento y favorecen

el desarrollo del hongo (Gonzalez, 2006).

También las plantaciones continuas asi como los residuos y materia organica en el suelo incrementan
la densidad del inoculo, el cual puede estar formado por clamidosporas que pueden persistir entre 5 y

15 afios en ausencia de plantas (Bello, s/f).

2.7. Calidad de la semilla
2.7.1. Importancia de la semilla

Las plantas se cultivan para obtener semillas y una gran variedad de productos alimenticios, fibras u
otros tipos de productos que satisfacen gran parte de las necesidades humanas. La semilla es el
principal insumo en la produccion de la mayoria de los cultivos basicos; por lo que para obtener los
mayores rendimientos se requiere el uso de semillas de calidad. La calidad de la semilla la

determinan las caracteristicas fisicas, genéticas, fisioldgicas y fitosanitarias de la misma.
2.7.2. Calidad sanitaria y pruebas de sanidad de semilla

Las semillas son portadoras de microorganismos y agentes infecciosos presentes en su interior,
aunque en la superficie también pueden encontrarse. La calidad fitosanitaria se refiere al hecho de
que la semilla se encuentre libre de microorganismos tales como hongos, bacterias y nematodos asi
como de agentes infecciosos, como los virus y viroides, que representan una seria amenaza para la

produccion y conservacion de semillas (CIAT (1979) citado por Barrera (1994)).

Debido a que la sanidad de semillas es de vital importancia, se han desarrollado pruebas que tienen
por objeto detectar e identificar los organismos patdgenos presentes en las semillas, apreciar los
dafios causados en ellas y prever las posibles consecuencias de las infecciones existentes (Besnier

(1989) citado por Barrera (1994)). La utilizacién de las pruebas de sanidad de semilla es de
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importancia para la deteccion oportuna del inodculo, que bajo ciertas condiciones puede desarrollar e
incrementar progresivamente la enfermedad y por ende reducir el potencial de produccion del
cultivo. También lo son para evitar la introduccion de nuevas enfermedades en regiones donde no
existian por la entrada de lotes de semillas infectadas. Las pruebas para identificar patogenos

transmitidos por semilla son estandares utilizados en la determinacion de semillas de buena calidad.

Algunas enfermedades transmitidas por semilla son causa de control cuarentenario y de una
certificacion estricta, que permite evaluar la calidad sanitaria del lote y de conocer las causas de la

baja germinacion o deficiente desarrollo en campo.

La obtencion de semillas de alta calidad sanitaria puede lograrse mediante el control pre-cosecha de
las enfermedades transmitidas por semilla a través de: a) seleccion de areas de produccion libres o de
baja prevalencia de enfermedades; b) practicas culturales tales como fechas de siembra, rotacion de
cultivos, fertilizacion adecuada, y eliminacién de malezas hospederas de plagas y enfermedades; c)
inspeccion en origen, que consiste en la inspeccion de campos de produccion de semillas, asi como la
determinacion de problemas potenciales que pueden ser detectados y eliminados previo a la cosecha

(Copeland y McDonald (1985) citados por Barrera (1994)).
Las pruebas de sanidad de semilla incluyen:

1. Examen visual: El examen de las semillas en forma externa o interna, macroscopica o
microscopicamente, para detectar la presencia de patdogenos. Este examen considera también la

prueba del embrion.

2. Incubacién: La incubacion de las semillas en agar o en papel secante himedo para favorecer el
desarrollo o expresion de microorganismos como hongos y bacterias. Como ejemplos tenemos la

prueba en placa de agar, la prueba con papel secante o papel secante y congelacion.

3. Desarrollo de sintomas: La germinacion de las semillas y el desarrollo de las plantulas en
condiciones que favorecen la produccion de sintomas caracteristicos de importancia en el

diagnéstico.

4. Pruebas moleculares: Pruebas que incluyen la utilizacion de sondas especificas u oligonucledtidos

especificos para ciertos patdogenos.
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5. Pruebas inmumolégicas: Pruebas que utilizan anticuerpos y antigenos especificos. Entre estas

tenemos la prueba ELISA (por sus siglas en inglés) para bacterias y virus.

Todas estas pruebas se usan ordinariamente para la deteccion e identificacion de microorganismos

transmitidos por semilla (Warham et al., 1997) y tienen ventajas y desventajas.
2.7.2.1. Prueba de papel secante y congelacion

En la prueba con papel secante y congelacion, se incuban las semillas durante cierto tiempo en
condiciones ambientales especificas para que los hongos presentes en la semilla se manifiesten; se

observa entonces, la aparicion de signos del desarrollo del hongo mismo.

Se identifican los distintos hongos por caracteristicas tales como forma, tamafio, septacion, color y
formacion de cadenas de conidios; caracteristicas de conididforos, disposicion de conidio sobre el

conidiéforo, caracteristicas del micelio, densidad y color de las colonias, entre otras.

Los principales factores que favorecen el crecimiento y fructificacion del hongo asi como el
desarrollo de los sintomas en la planta son la temperatura, la humedad, la luz y el periodo de
incubacion. Estos factores se analizan en relacion con la normalizacion en los protocolos
recomendados por la Asociacion Internacional para las pruebas de semillas (ISTA, por sus siglas en

inglés) (Warham et al., 1997).

2.8. Método de conservacion a corto plazo de cepas de Fusarium

Son métodos que ayudan al mantenimiento de las cepas, generalmente, para su uso frecuente donde
se requiere que éstas se mantengan activas, sin cambios morfoldgicos o genéticos (Dilia, 2006). Entre

otros estan los siguientes.
2.8.1. Conservacion en aceite mineral

La conservacion en aceite fue usado por primera vez en 1957 por Buell y Weston, quienes obtuvieron
resultados exitosos y actualmente sigue teniendo vigencia en las colecciones internacionales (Dilia,

2006).
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Composicion del aceite mineral. El aceite mineral es un compuesto de aceites lubricantes producidos
a partir del petroleo o de la hulla; son una serie de materias aceitosas que contienen como principal
componente mezclas de hidrocarburos alifaticos de base parafina (Raymond (1980) citado por Dilia

(2006)).

Principio del método. Este método consiste en reducir con aceite mineral estéril un cultivo que se
encuentre en condiciones Optimas de crecimiento micelial y esporulacion, generalmente se utiliza

aceite mineral de alta calidad de grado medicinal (Jong y Atkins (1986) citados por Dilia (2006)).

Esta técnica disminuye la deshidratacion del medio, retarda la actividad metabolica del cultivo por la
reduccién de la tension del oxigeno (aunque algunos hongos contintian creciendo bajo aceite),
ademas de reducir la posibilidad de infestacion por acaros (Jong y Birmingham (2001) citados por
Dilia (2006)). Este método es ampliamente aplicable a formas no esporuladas o estrictamente
miceliales, para las cuales la liofilizacion o la criopreservacion no puede ser utilizadas. Es utilizado
en pequenas colecciones donde la criopreservacion y la liofilizacidon no resultan econémicos (Jong y
Birmingham (2001) citados por Dilia (2006)). Un amplio rango de hongos han sobrevivido bajo este
método, Algunas especies de Aspergillus y Penicillium han permanecido viables por 40 afios, asi
mismo algunos microorganismos pueden conservar propiedades particulares, como la produccion de

esclerocios, ascosporas y abundante esporulacion (Smith y Onions (1994) citados por Dilia (2006)).
2.8.2. Crioconservacion

La crioconservacion o criopreservacion es un método muy conocido y utilizado en la actualidad. Su
principio radica en que toda célula, tejido u organismo sometido a bajas temperaturas disminuye sus
funciones vitales permaneciendo en estado de dormancia por periodos prolongados, es decir, sus

actividades metabolicas estan suprimidas (Pinzon et al., 2009).

El material biologico se conserva en un rango de -20 °C a -196 °C (nitrégeno liquido). En nitrégeno
liquido se obtiene la temperatura practica mas baja disponible, pero a la temperatura de equilibrio, la
difusion molecular es extremadamente lenta y la probabilidad de que ocurran reacciones quimicas es

practicamente nula.

El proceso de congelamiento y descongelamiento produce cambios en las células que pueden resultar

letales, por lo que el proceso puede ser perjudicial, a través de la formacion de cristales de hielo,
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exosmosis, aumentando la solubilidad de gases, la deshidratacion, la concentraciéon de osmolitos y
disminucion del pH, alteraciones de la actividad enzimética, acumulacion de metabolitos, incremento
del contacto entre moléculas, ruptura de puentes de H, distorsion de macromoléculas, solidificacion,

pérdida de la integridad de membranas, ruptura de emulsiones, entre otros.

En el descongelamiento se debe controlar la velocidad de enfriamiento es aceptable 10 °C min™ y ser

lo mas rapido posible (Pinzon et al., 2009).
2.8.3. Liofilizacion

La liofilizacion es el método mdas utilizado para la conservacion de microorganismos por las
colecciones internacionales de cultivos. Se basa en paralizar el metabolismo por deshidratacion
celular sometiendo la muestra a congelacion y sublimacion. La disminucién en el contenido de
humedad residual da lugar a un material compacto que se disuelve posteriormente con facilidad. Este
es un método muy recomendable por su comodidad para el almacenamiento y para el envio de las
cepas, pues una vez conseguidos, los liofilos pueden almacenarse a temperatura ambiente, con lo cual

su envio se facilita (Pinzon et al., 2009).

Sin embargo, este método de conservacion a largo plazo también presenta limitaciones debido a la
formacion de cristales de hielo que pueden romper las células y, a su vez, causar efectos negativos al
microorganismo en la etapa de reactivacion, por esto se emplean agentes protectores tales como
glicerol, dimetilsulfoxido, acido glutamico, glucosa, sacarosa, lactosa, suero, peptona y leche
descremada, que impiden la accion destructiva del congelamiento sobre las células, es decir, protegen
de la formacion de cristales de hielo disminuyendo su efecto adverso. Estos crioprotectores se
utilizan dependiendo del tipo de microorganismo que se va a conservar, el mas conveniente para
criopreservar estructuras fingicas es el glicerol, y el mas favorable para liofilizarlas es la leche

descremada (Pinzon et al., 2009).
2.8.4. Deshidratacion

La deshidratacion puede llevarse a cabo desde la fase liquida (L-drying) o por sublimacion desde el
estado congelado (liofilizacidn). La pérdida de viabilidad durante la deshidratacion es principalmente

atribuida a alteraciones de la membrana celular.
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Las células deshidratadas son susceptibles al deterioro causado por oxigeno. El deterioro de las
células durante la deshidratacion puede ser controlado por el agregado de aditivos. Algunos forman
una matriz amorfa que dispersa los componentes toxicos que la célula puede liberar durante el
secado. Otros protectores interactian con las membranas, estabilizando su estructura en el estado
anhidro. Los aditivos mds comunes son: leche descremada, aminoacidos (glutamato) y azucares

(sacarosa, trealosa) (Voget, s/f).

Determinar cudl de los métodos de conservacion es el mas conveniente o adecuado dependera de los
recursos del usuario, los objetivos que se tenga planteados, los equipos y materiales disponibles asi

como de la especie del hongo a conservar, entre otros aspectos (Pinzén et al., 2009).

En el Cuadro 3 se presentan algunas de las ventajas y desventajas de cada uno de los métodos de

conservacion de hongos, descritos anteriormente, asi como de algunos otros mencionados por Voget

(s/).

Cuadro 3. Métodos de conservacién de hongos y aspectos a considerar (Voget, s/f).

Almacenamiento

Método (afios) Ventajas Desventajas
Simple, bajo costo, Secado del agar, baja
Agar 0.5-2 equipamiento estabilidad genética,
requerido bajo riesgo contaminacion
Bajo costo, Trabajo moderado, baja
Aceite mineral 2-20 equipamiento ye 10, bay
; - estabilidad genética
requerido bajo
Equipamiento Requiere protectores,
. ~ requerido bajo, un congelador (-80°C).
Congelamiento 4-3 buena estabilidad C¢élulas pueden ser
gendtica sensibles al O,
Preparacion rapida, ..
N liquido Infinito buena estabilidad S:urrpmstro regular de N
. liquido
genetica
Bajo riesgo de
Liofilizacion 15-20 contaminacion, Altq costf) de
buena a regular Equipamiento
estabilidad genética
Slmple, l_oa_]o costo y Estabilidad genética
Agua 1-5 equipamiento
- . Regular
minimo requerido
Simple, bajo costo y
L-drying 3-10 equipamiento Estabilidad genética

minimo requerido
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I11. METODOLOGIA

3.1. Sitio de estudio

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Patologia de Semillas, del Posgrado de

Fitopatologia del Colegio de Posgraduados, Campus Montecillo, en Montecillo, Estado de México.

3.2. Material bioldgico

Se utilizé semilla de 16 lineas élite de cebada maltera (Hordeum vulgare L.), procedente de Valles

Altos de la mesa central de México, proporcionada por el Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP). En el Cuadro 4 se indican las localidades asi como las

condiciones agroclimaticas donde se cultivaron las lineas ¢lite de cebada maltera.

Cuadro 4. Valores promedio de temperatura y humedad relativa* de las zonas donde se
desarrollaron las lineas para la obtencidn de semilla de cebada maltera, registradas en 2014.

Localidad

Condicidén

Sta. Lucia

Texcoco, Edo de México

Nanacamilpa, Tlaxcala

Almoloya, Hidalgo

Cuyuaco, Puebla

Altitud: 2280 msnm

Clima: templado semi-seco
Temperatura: 15.9 °C
Precipitacion: 550-600 mm
Altitud: 2600 msnm

Clima: templado-subhtimedo
Temperatura: 13.0 °C
Precipitacion: 500-550 mm
Altitud:2520 msnm

Clima templado-subhumedo
Temperatura: 11°C
Precipitacion: 500-550 mm
Altitud: 2900 msnm

Clima: templado-subhiimedo
Temperatura: 12°C
Precipitacion: 550-600 mm

*Red de estaciones agroclimaticas del INIFAP.
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3.3. Deteccion y aislamiento de especies de Fusarium
Para esta actividad se realizaron los siguientes procedimientos.
3.3.1. Prueba con papel secante y congelacion

El establecimiento de la prueba con papel secante fue de acuerdo a lo recomendado por el
International Seed Testing Asociation para gramineas tomando las indicaciones para la prueba del
Manual de Laboratorio “Ensayos para la semilla de maiz y trigo” del Centro Internacional de

Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) (Warham et al., 1997).

Por localidad de cada una de las 16 lineas ¢élite se separd un lote de 240 semillas; cada lote se dividid
a su vez en tres sublotes (repeticiones) de 80 semillas cada uno (Cuadro 5). Posteriormente, cada
sublote de semilla se desinfectd superficialmente con hipoclorito de sodio comercial al 5% por 1
minuto y se enjuagd con agua destilada. La semilla de cada lote se coloco en una caja transparente de
30x23x10 cm con tapa, sobre papel filtro y dos hojas de papel absorbente (secante) humedecidas lo
suficiente con una soluciéon al 0.05% de hipoclorito de sodio. La semilla se colocd con un
espaciamiento uniforme, de acuerdo a un disefio de columnas (10) e hileras (ocho), con la ayuda de
una placa de pléstico perforada. Previo a la incubacidn, las cajas con la semilla se sellaron con
PARAFILM M® y se asperjaron con hipoclorito al 12 % para evitar contaminacién con acaros.
Enseguida, las cajas se incubaron primero a temperatura ambiente (22 °C) por 24 h, después a 5 °C
por 48 h y finalmente a la temperatura ambiente (22 °C) durante 11 dias, para favorecer el

crecimiento y la esporulacion de hongos.
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Cuadro 5. Esquema de establecimiento de prueba de papel secante y congelacion para la
deteccion de la micoflora asociada a la semilla de lineas élite de cebada por localidad

Localidad NUmero de NUmero de NUmero de
lineas a evaluar  repeticiones por semillas por
linea repeticion
Sta. Lucia 16 3 80
Nanacamilpa 16 3 80
Almoloya 16 3 80
Cuyuaco 16 3 80

Transcurrida la incubacion, las semillas se examinaron a simple vista para registrar el nimero de
semillas infectadas y a través de un microscopio compuesto (Olympus, modelo CHK) y un
microscopio estereoscopico (Velab, modelo VE-S4), para identificar las colonias fingicas a nivel de
género. Los hongos se identificaron por sus caracteristicas de color y textura de colonia, forma y
longitud de conididforos, forma, color y septaciéon de conidios, y presencia de cuerpos de
fructificacion de acuerdo al Manual de laboratorio “Ensayos para la semilla de maiz y trigo” del
CIMMYT (Warham et al., 1997). En el Cuadro 6 se ilustran las caracteristicas de colonia de géneros

de hongos asociados a semilla y las enfermedades que causan en el cultivo.
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Cuadro 6. Caracteristicas de las colonias de los géneros de hongos asociados a la semilla 'y las
enfermedades que causan en el cultivo (Warham et al., 1997).

Geénero Enfermedad Caracteristicas de la colonia
Yoyl Rofia, pudricion de la raiz y pudricion de L .
N P , ) yp ) Abundante micelio fino y suelto; inicialmente blanca, con
o g , a corona del trigo. De importancia en las . , .,
W Fusarium , , o masas de esporas palido o café, que cuando jovenes son
- regiones himedas por las pérdidas en ) ,
v . blancuzcas, muy viscosas y de formas irregulares.
rendimiento.
@5,’ Manchas foliares. La mayoria de las , , . . ,
) g ) ) , i Gris obscuro, blanca, café o casi negra. Conidios café,
Alternaria especies son saprofitas y otras patogenas e 5
; / débi producidos individualmente o en pequefios grupos.
ébiles.

o . . De crecimiento rapido, color gris. Poco micelio aéreo
’ ) . Tiz6n Foliar, De poca importancia en i .
- e Helminthosporium blanco y gran cantidad de conidiéforos que se elevan de la

produccion pero relevante en maiz. O ,
‘\ superficie de a semilla o del papel secante.
® Q Mancha roja del grano dulce. Sapréfito  De crecimiento rapido, suele mostrar pigmentacion
b D Epicoccum comun e invasor secundario. Efectos amarilla, ambar a anaranjado o rojo dentro del micelio.
insignificantes en produccion. Micelio compacto blanco.
e e Ao Café negruzca oscura a negro, con forma de cojin.
At et I -
g g T L48 , , , g Conididforos surgen como ramificaciones rectas de micelio
u?’f.”."w{?e%égi Ulocladium Ninguna. Sin efecto en produccion. ) 8 - , ) '
) < g Pl de color café dorado palido a mediano, en su mayoria
simples, lisos, septados.
)'-_g\“ ;,\ o En semilla es blanca y por lo general se encuentra en la
(e i \ Gonatoborrys Pudricion de la semilla. No hay pruebas  superficie de otras especies de hongos, por ejemplo,
b
o™ de efecto en produccion. Alternaria, Cladosporiurn y Fusarium . El micelio se ve

Conidiétoro y conidios (x1000)

como una masa de cuerdas con 'ramilletes' de conidios.

3.3.2. Identificacion taxondmica de especies de Fusarium

Unicamente aquellas colonias desarrolladas en la semilla que presentaron estructuras con las
caracteristicas morfologicas de Fusarium como son produccion de macroconidios, microconidios y
clamidosporas (Cuadro 7) se aislaron y purificaron por cultivo monospoérico y punta de hifa. Para el
aislamiento se tomo crecimiento micelial de la semilla con una aguja de diseccion y el micelio se
coloco en el centro de un portaobjeto sobre una gota de agua estéril. Una vez verificada la identidad
de Fusarium, de la suspension de conidios y micelio obtenido se tomé una muestra la cual se

depositd sobre una caja Petri con agua-agar y se disperso con un asa de cristal estéril.
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Después de incubar las cajas a temperatura ambiente (22 °C) por 24 h, con apoyo del microscopio
estereoscopico (Velab, modelo VE-S4) se tom6 un solo conidio germinado y se resembrd en medio
papa-dextrosa-agar (PDA); 24 horas después de incubacion a temperatura ambiente (22 °C) se
hicieron preparaciones del crecimiento fingico para confirmar la identidad del cultivo al
microscopio. Para el método punta de hifa se realiz6 en caso de observar solo crecimiento micelial a
partir de la semilla, tomando una muestra, la cual se deposito sobre una caja Petri con agua-agar y 24
horas después de incubar a temperatura ambiente se observd mediante preparaciones a microscopio,
y al presentar estructuras con las caracteristicas morfologicas de Fusarium se resembrd en medio

papa-dextrosa-agar (PDA).

Por otra parte para inducir la esporulacion del hongo se resembrd nuevamente en medio de PDA.
Previo a la siembra se coloco un trozo de hoja de clavel (PDA-CLA) en el centro de la caja. Tanto las
cajas inoculadas con PDA o PDA-CLA se incubaron a temperatura ambiente (22 °C) durante ocho

dias.

La identificacion de Fusarium a nivel de especie fue de acuerdo al Manual de Laboratorio del
CIMMYT (Warham et al., 1997) y al The Fusarium Laboratory Manual (Leslie y Summerell, 2006).
Para esto se registraron las caracteristicas de los macroconidios (tamafio, forma y rasgos de la célula
apical y célula pie), de los microconidios (tamafio, forma), de las clamidosporas, si presentes, en
preparaciones microscopicas semi-permanentes asi como el color de la colonia en cultivo de PDA

(Anexo 1).
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Cuadro 7. Caracteristicas morfoldgicas de especies de Fusarium de acuerdo a Warham

et al. (1997).

Macronidios Microconidios .
. — . Color colonia
Especie Tamafio | ] | ] . Clamidosporas
um) Forma Célula apical Célula pie Tamafio Forma en PDA
8-50 x 3-5
. avenaceum 1-3 septas. La'rgo, estrecho, Cur\{a Desarrollada. Variable. Ausentes. Naranja.
40-80 x 3-4 uniforme. puntiaguda.
4-7 septas.
Cortos, gruesos Ovalada o
26-40x3-5 . 9 ' Curva o esférica, sola, en . .
. culmorum hialinos, un lado R Distintiva. Ausentes. Rojo-café.
1-3 septas. puntiaguda. cadena o
recto.
agrupada.
10-22 x 3-4
Forma de Ligeramente En cadena,
. dimerum 1-2 septas. Media luna. Ausentes. aisladas, con Naranja.
6-11 x 2-3 gancho. mellada. .
pared lisa.
0-2 septas.
Solitarias en
2260 x 3-6 Hialino, Alargada, intervalos a lo
. equiseti falciforme, curvo curveada hacia Distintiva. Ausentes. largo de la hifa o Naranja-café.
4-7 septas. (dorso-ventral). adentro. en cadenas o
nudos.
25-50x3-4 . .
Hialino, recto o Curva. m Aisladas o en
. graminearum 3-7 septas. ligeramente untiav udlaN Desarrollada. Ausentes. cadenaoen Rosa-salmon.
curvo. P guca. grupo.
Esférica
8-12 x 7-10 ’
27-66 x 3-4 . . pared lisa o
oxysporum Hialino, pared  Forma de Desarrollada. rugosa Ovaladas o Violeta
- OXysp 3-7septas.  gojgada, gancho. + 10-14 x 6-7 rugosa, arrifionadas. :
individual o
en pares.
Bolay
20-40 x 3-5 Raro, hialino, viscosa, Poco frecuentes
. poae 3 septas. estrechado en  Estrecha. Desarrollada. 7-10 x 8-12 hialino en grupos o Café-rojo.
los extremos. esférico. cadenas.
Como pera.
35-55 x 4-6 Esféricas
. sambucinum 35 S€PS.  Hialino, curvo.  Puntiaguda. Desarrollada.  Ausentes. |nd|V|duaIes,.a lo Café-rojo
largo de la hifa o
terminales.
Infrecuente, Hialino, oval,
. solani hialino, delicado Papilada. Desarrollada. como garrote Ausentes. Café.
y pared delgada. aplanado.
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3.4. Generacion de coleccion de cepas Fusarium graminearum

Para el establecimiento de la coleccion de F. graminearum, se establecieron cultivos de 25 cepas en
medio de PDA sobre tubo inclinado con aceite mineral (Meyer®). Estas cepas se aislaron de semilla

de las lineas élite de cebada maltera y se purificaron por punta de hifa.

De cultivos con crecimiento en caja Petri con PDA, se tom6 un fragmento de medio con crecimiento
del hongo. El fragmento se deposito en el centro del medio del tubo inclinado y se dejo incubar a
temperatura ambiente del laboratorio por 10 dias. A cada tubo con crecimiento del hongo se le
adiciono aceite mineral previamente esterilizado (Anexo 2), cuidando que el nivel de éste quedara

justo al margen del crecimiento de la colonia (Mier et al., 2002).

A cada una de las 25 cepas de F. graminearum se le asign6 una clave la cual se generd tomando
como referencia la localidad de procedencia de la semilla, el nimero de la linea élite y la repeticion

de la prueba de papel secante de donde fue aislada dicha cepa.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Micoflora asociada a la semilla de las lineas élite de cebada maltera

En este estudio se detectaron e identificaron siete géneros de hongos infectando la semilla de las
lineas ¢lite de cebada maltera en Valles Altos. Los géneros fueron Alternaria, Epicoccum, Fusarium,
Gonatobotrys, Helminthosporium, Nigrospora y Ulocladium. Cabe senalar que en una muestra de
semilla se encontr6 un hongo (cepa SL66RI1), la cual presentd caracteristicas morfoldgicas de
Blastomyces. Este género se ha reportado como el agente causal de blastomycosis, enfermedad de

importancia tanto en el hombre como en los animales (Figura 2) (Barnett y Hunter, 1972).

Figura 2. Ceélulas de paredes gruesas con gemacion similares a las producidas por Blastomyces.

En general entre localidades Alternaria fue el género que se encontré con mayor incidencia (67.5 %
en promedio); y el de Gonatobotrys (0.8 % en promedio) entre los de menor incidencia. Por
localidad, la semilla de Santa Lucia registré la mayor incidencia de hongos (19.1 %) y las de
Cuyuaco la de menor incidencia (14.8 %). Especificamente, Fusarium se encontr6 entre los géneros

de hongos con menor porcentaje de incidencia (6.5 %) en la semilla de cebada cultivada en Valles
Altos (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Porcentaje promedio de incidencia de géneros de hongos detectados en semillas de
las 16 lineas élite de cebada maltera por localidad en Valles Altos.

% por localidad

Género : Promedio
Almoloya Nanacamilpa Cuyuaco santa

Lucia

Alternaria 73.5 53.8 69.1 73.5 67.5
Nigrospora 22.2 12.8 9.6 22.3 16.7
Ulocladium 18.0 9.2 8.9 18.8 13.7
Helminthosporium 1.2 9.7 1.4 7.4 4.9
Epicoccum 2.3 8.8 5.3 7.3 5.9
Fusarium 43 10.4 8.8 2.5 6.5
Gonatobotrys 0.13 1.0 0.15 2.0 0.8
Promedio 17.4 15.1 14.8 19.1

Similares resultados en cuanto a los géneros de hongos detectados en semilla los obtuvieron
Gutiérrez (2000), Ramirez (2003) y Romero (2004), quienes registraron a Fusarium, Alternaria,
Epicoccum y Helminthosporium como los géneros de hongos mas abundantes en semillas de cebada.
Es importante resaltar que Alternaria, Aspergillus y Fusarium fueron reportados por Carrillo (2003)
y Rousseau (2004), como géneros que agrupan especies potencialmente productoras de micotoxinas
en el grano de cebada. Por otra parte Rabie y Lubben (1997) aislaron mas de treinta géneros de
hongos del grano de cebada, mencionando a Alternaria, Aspergillus, Epicoccum y Fusarium como

los mas importantes en funcion al nimero de aislamientos.

El tener una deteccion completa de la micoflora asociada a la semilla de cebada maltera es dificil,
considerando que una semilla puede presentar méas de un género o especie de hongo; sin embargo, si
la prueba se establece con las condiciones de luz y oscuridad recomendadas y la deteccion se lleva a
cabo en los tiempos especificados, se logrard identificar a la mayoria de los hongos presentes en la

semilla.
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4.2. Especies de Fusarium aisladas e identificadas taxonémicamente

En este estudio se identificaron taxondmicamente seis especies de Fusarium y una especie de
Fusarium sin identificar en las semillas de las lineas élite de cebada maltera, cultivadas en Valles
Altos. Estas especies se identificaron taxondémicamente como F. equiseti, F. graminearum, F.
avenaceum, F. dimerum, F. sambucinum y F. oxysporum; la séptima especie, no se logré identificar

por carecer de caracteristicas taxondmicas distintivas.

El numero de cepas aisladas por especies de Fusarium fue el siguiente: F. graminearum 25 cepas; F.
equiseti 26 cepas; F. avenaceum 15 cepas; F. dimerum 2 cepas; F. sambucinum 2 cepas; F.
oxysporum 1 cepa; y Fusarium sp, 7 cepas. En total se aislaron 78 cepas de especies de Fusarium de
semilla de cebada maltera (Cuadro 9). Los resultados indican que F. equiseti, F. graminearum y F.
avenaceum son las principales especies de Fusarium asociadas a las semillas de las lineas élite de

cebada maltera en la region.

Aunque no se encontrd gran diferencia en el nimero de especies de Fusarium por localidad, si se
encontraron diferencias en el nimero de cepas por especie de Fusarium entre localidades. La semilla
proveniente de Santa Lucia registré el mayor nimero de cepas de F. graminearum, numero que
represento el 47.4 % del total de las cepas de Fusarium. Mientras que la semilla de Nanacamilpa, el
de F. avenaceum y F. graminearum; en Almoloya, el de F. avenaceum; y en Cuyuaco el de F.

equiseti.
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Cuadro 9. Numero de cepas de especies de Fusarium aisladas por localidad.

Especie Almoloya Nanacamilpa Cuyuaco ii:?: Total
F. avenaceum 6 7 1 1 15
F. equiseti 5 4 10 7 26
F. graminearum 3 7 6 9 25
F. oxysporum 1 1
F. dimerum 1 1 2
F. sambucinum 1 1 2
Fusarium sp. 3 2 2 7
Total 18 21 20 19 78

En el Cuadro 10 se reporta en porcentaje el nimero de cepas de Fusarium registrado por localidad.

Cuadro 10. Porcentaje del numero de cepas por especie de Fusarium.

Especie Almoloya Nanacamilpa Cuyuaco Santa Lucia

F. avenaceum 333 333 5.0 5.3
F. equiseti 27.8 19.0 50.0 36.8
F. graminearum 16.7 333 30.0 474
F. oxysporum 5.3
F. dimerum 5.5 5.3
F. sambucinum 4.8 5.0

Fusarium sp. 16.7 9.5 10.0
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En el Cuadro 11 se indica la incidencia por linea y localidad de F. graminearum. Con excepcion de
las lineas 2, 7,12, 14 y 15, todas las lineas ¢élite de cebada maltera registraron baja infeccion de
semilla por F. graminearum. La linea 3 registro cuatro semillas con crecimiento de F. graminearum
y la semilla proveniente de Santa Lucia la que presentd el mayor nimero de semillas infectadas (9

semillas) por esta especie.

Cuadro 11. Incidencia de F. graminearum en semilla de lineas élite de cebada maltera,
colectada en Valles Altos, estimada por la prueba de papel secante y congelacion.

Almoloya Nanacamilpa Cuyuaco  Santa Lucia Total

Linea élite

0 1 1 2
1 1
2
3 4 4
4 1 1
5 1 1 1 3
6 1 1 1 3
7
8 1 1 1 3
9 1 1 1 3
10 1 1
11 1 1
12
13 1 1
14
15
16 2 2

Total 3 7 6 9 25

Con estos datos se detectd a F. graminearum en tan solo 25 semillas de cebada maltera de un total de
15,360 semillas analizadas en este trabajo, es decir, la incidencia registrada de F. graminearum en la

semilla de las lineas ¢lite de cebada maltera en Valles Altos fue baja.

En general los resultados obtenidos en este estudio indican baja incidencia de Fusarium y por ende
de F. graminearum en las lineas élite de cebada maltera en Valles Altos; esto en comparacion con el

numero de semillas evaluadas por linea (240 semillas) y por localidad (3,840 semillas).
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La baja incidencia de F. graminearum en la semilla de las lineas élite se puede deber a diferentes
factores que intervienen en la infeccion y desarrollo del hongo. Uno de estos factores puede ser la
resistencia de las lineas de cebada a F. graminearum; este factor es importante a considerar ya que
las lineas ¢élite de cebada maltera forman parte de un programa nacional de mejoramiento genético de

cebada a enfermedades fungosas del INIFAP-Valle de México.

Otros factores a considerar en la baja incidencia de F. graminearum en la semilla son las condiciones
climaticas como la temperatura y la humedad las cuales son relevantes para el desarrollo de la
fusariosis en los cereales. Esta enfermedad que ocurre en todas las regiones cerealeras del mundo, se
presenta con mayor frecuencia en areas con inviernos suaves y veranos humedos y calientes durante

el estado de madurez del cultivo (Sutton (1982) y Kohli (1987) citados por Ireta y Gilchrist (1994)).

Ireta y Gilchrist (1994) indicaron que temperaturas entre 16 y 36 °C, con optimo de 32 °C, son las
requeridas para la produccion de indculo y dispersion de F. graminearum. Sin embargo, Conner y
Kuzyk (1990) (citados por Ireta y Gilchrist, 1994) mencionaron que la incidencia de la fusariosis de
la espiga depende, en gran parte, del estado de desarrollo de la planta cuando ocurre la infeccion. Por
otra parte, Luzzardi y Ppierbom (1987) (citados por Barrera, 1994), mencionaron que puede ocurrir
escape a la enfermedad, aun en variedades muy susceptibles, cuando se presenta baja precipitacion,

especialmente durante el periodo de floracion, dando por resultado baja infeccion de semilla.

Las localidades de Valles Altos, de donde se obtuvo la semilla para este estudio, tienen antecedentes
de incidencia de fusariosis de la espiga. Las condiciones de temperatura para dichas localidades se
reportan con promedio de 13 °C; es decir, 2 °C por debajo del valor minimo (16 °C) del intervalo
reportado por Ireta y Gilchrist (1994). Lo anterior puede, en general, explicar la baja incidencia de F.
graminearum en la semilla de las lineas ¢élite de cebada maltera; y en particular, ilustrar por que la
mayor incidencia del hongo se registrdo en la semilla proveniente de Santa Lucia, localidad que

presenta una temperatura promedio de 15.9 °C.

Ireta y Gilchrist (1994) también indicaron que durante el trillado del trigo se elimina una cantidad
importante de semilla infectada por F. graminearum, por lo que este factor también puede ser
considerado para explicar la baja incidencia de este hongo en la semilla de las lineas élite de cebada

maltera.
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Independientemente de si las condiciones ambientales fueron o no favorables para la fusariosis en
este estudio se encontr6 baja incidencia de F. graminearum. Sin embargo, es importante implementar
estrategias de control de la fusariosis de la espiga durante la produccion y manejo del cultivo de
cebada maltera. Esto por sus implicaciones en la produccion y por los efectos de las toxinas
producidas por F. graminearum en la salud humana y animal por el consumo de grano contaminado.
Entre estas estrategias se encuentran los métodos de control genético, cultural y quimico. Fernandez
(1990) (citado por Barrera, 1994), mencion6 la importancia de eliminar residuos de cultivo o de
plantas hospederas donde puede sobrevivir el hongo. En Canada, F. graminearum es muy frecuente
en areas en donde el maiz se cultiva en rotacion con trigo. Considerando que F. graminearum
también ataca maiz, para que la rotacion de cultivos sea eficiente en el control es conveniente rotar

con cultivos que no sean hospederos de este patdgeno.

Si bien es cierto que los fungicidas pueden reducir las pérdidas de rendimiento por el control de las
enfermedades del cultivo, muchas veces estos interactiian con el germoplasma. Si las condiciones
ambientales prevalecientes durante el proceso de llenado son favorables, los fungicidas pueden

estimular la concentracion de toxinas en el grano.

La busqueda de resistencia genética a la fusariosis en cebada como en otros cultivos, es laboriosa,
complicada y cara; sin embargo, es la mas viable para el control de la fusariosis por F. graminearum,

de acuerdo a las investigaciones reportadas con anterioridad (Gilchrist, 2000).

A continuacion se da una descripcion general de las enfermedades ocasionadas por las especies de
Fusarium detectadas en este estudio basadas en el Manual de Laboratorio “Ensayos para la semilla de
maiz y trigo” del CIMMYT (Warham et al., 1997) asi como de los resultados obtenidos en este
trabajo sobre las caracteristicas de la colonia de las cepas desarrolladas en la semilla de las lineas

¢lite de cebada maltera.

a) Fusarium graminearum Schwabe: Es el agente causal de la rofa, pudricion de la raiz y pudricion
de la corona del trigo. Esta enfermedad ocasiona pérdidas importantes de rendimiento en las regiones
hiimedas. En semilla de cebada las colonias de este hongo se encontraron con abundante micelio fino
y disperso, con tonalidad roja, con macroconidios ligeramente curvos o rectos y clamidosporas en
cadena (Figura 3). Sin embargo, no se registr6 la presencia de peritecios, estructuras caracteristicas

de la fase sexual del hongo (Gibberella zeae (Schw.) Petch).

34



Figura 3. Conidio (A) y Clamidosporas (B) en cadena de F. graminearum cepa AL9R32.

b) Fusarium equiseti (Corda) Sacc: Es el agente causal del tizon de la plantula y pudricion de la raiz
y tallo. Se le considera como un patégeno de menor importancia en cereales. En semilla la colonia se
encontr6 inicialmente blanca con un tinte durazno y con la edad cambid a amarillo parduzco claro.
Los macroconidios se encontraron de distintos tamafios, muy alargados y delgados, con curvatura
dorsiventral, con célula apical en forma de latigo y célula pie muy pronunciada (Figura 4 A, B). Las
clamidosporas se encontraron solas, y en cadena, en hifas aéreas (Figura 4 C, D). Sin embargo, no se
registro la presencia de peritecios, estructuras caracteristicas de la fase sexual del hongo (Gibberella

intricans Wollenw).

Figura 4. Esporodoquio(A) y Conidio (B) de cepa NA8BROO y clamidosporas solas (C) y en
cadena (D) de cepas NACRO1 (C) y SL5R1 (D) de F. equiseti
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¢) Fusarium avenaceum (Fr.) Sacc: Es el agente causal del tizon o rofia de la espiga, pudricion de la
corona o pudricion del pie del trigo. Esta enfermedad que es comun en cereales puede causar serias
pérdidas en preemergencia o en plantula en climas frescos. La colonia en semilla se encontrd blanca,
con micelio muy fino, como telarafia con penachos y con un tinte de color durazno. Los
macroconidos se observaron, en general, largos, estrechos con 3 a 4 septas (Figura 5 A), algunos
también se encontraron con 5 septas. La cepa AL9R31 registr6 la presencia de

microconidios/mesoconidios con una septa (Figura 5 B).

Figura 5. Conidios (A) y microconidos/mesoconidios (B) de F avenaceum cepa AL9R31.

d) Fusarium dimerum Penz.: Agente causal de la pudricion de la raiz y de la plantula, de importancia
relativamente secundaria en plantas. Sin embargo, esta especie de Fusarium se considera de
importancia desde el punto de vista de salud humana (Warham et al., 1997). En semilla la colonia del
hongo se encontré con poco micelio y so6lo en forma de unos cuantos filamentos de hifas. En general,
los conidios se encontraron en forma de media luna, y sin septas (Figura 6). Cabe sefalar que en el
Manual de Laboratorio “Ensayos para la semilla de maiz y trigo” del CIMMYT (Warham et al.,
1997) se nombra a esta especie de Fusarium como Microdochium dimerum (Penz.) v. Arx; sin
embargo, Schroers et al. (2009) (citados por Hans y O’donnell, 2009) indicaron que aunque F.

dimerum fue reclasificado como M. dimerum, la transferencia no fue ampliamente aceptada.
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Figura 6. Conidios de F. dimerum cepa SL5R00.

e) Fusarium sambucinum Fuckel: Agente causal que ocasiona la pudricion de raiz y de plantula de
trigo, de importancia relativamente secundaria. La colonia en semilla se encontré de color durazno,
anaranjado o amarillo parduzco claro; en algunos aislamientos, de color vino o café rojizo. Micelio
aéreo con grupos algodonosos blancos o penachos tefiidos de rosado. Los macroconidios se
encontraron con uno de sus extremos con la forma caracteristica de "pico de pajaro" de esta especie
(Figura 7). Sin embargo, no se registro la presencia de peritecios, estructuras caracteristicas de la fase

sexual del hongo (Gibberella pulicaris (Fr.) Sacc.).

T

Figura 7.Macroconidios de F. sambucinum cepa NA5R2.
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f) Fusarium oxysporum Schlecht.: Esta especie de Fusarium es de poca importancia, se presenta
principalmente como saprofito del suelo. La colonia en semilla se encontré con micelio aéreo,
enmarafiado de color salmoén, purpura y violeta. Se registrd la presencia de macro y microconidios,

uni y bicelulares (Figura 8 A) asi como de clamidosporas en cadenas cortas y en grupo (Figura 8 B).

Figura 8. Macro y microconidios(A) y clamidosporas (B) de F. oxysporum cepa SL16R00.

g) Fusarium sp. Esta especie se encontrd en semilla con poco desarrollo de micelio, con
microconidios con uno y dos septos (Figura 9 A) y clamidosporas, en grupo, con pared gruesa y lisa
(Figura 9 B). Sin embargo, no fue posible identificar la especie por falta de mayor numero de

estructuras caracteristicas.

.\

Figura 9. Conidios (A) y Clamidosporas (B) de Fusarium sp., cepa AL12R10.
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Rabie y Lubben (1997) aislé 10 especies del género Fusarium en grano de cebada de las cuales en el
presente estudio so6lo coincidieron cuatro: F. equiseti, F. graminearum, F.oxysporum y F.
sambucinum. Asimismo, Gutiérrez (2000) aislo de cebada nueve especies de Fusarium, cuatro de las

cuales fueron detectadas en este trabajo: F. graminearum, F. sambucinum, F. dimerum y F. equiseti.

En la presente investigacion se detectaron seis especies de Fusarium y una especie de Fusarium sin
identificar, es decir, se detectd diversidad en las especies de este hongo. El nimero de especies
detectadas es similar al reportado por Rabie y Lubben (1997) y Gutiérrez (2000), por lo que se
rechaza la hipotesis planteada en este estudio de que son pocas las especies de Fusarium que se

encuentran asociadas a la semilla de lineas élite de cebada maltera, cultivadas en Valles Altos.

4.3 Coleccion de cepas de F. graminearum

En total, se gener6 una coleccion de 25 cepas de F. graminearum en tubo inclinado con medio de
PDA con aceite mineral. Estas cepas se aislaron de semillas de 16 lineas ¢élite de cebada maltera
cultivadas en Valles Altos. El nimero de cepas aisladas por localidad fue de: Almoloya 3;
Nanacamilpa 7; Cuyuaco 6 y Santa Lucia 9 cepas (Cuadro 12). Estas cepas se conservaron a

temperatura ambiente (22 °C) de laboratorio.

Cuadro 12. Clave de cepas de F. graminearum aisladas de semilla de lineas élite de cebada
maltera, colectadas en Valles Altos, durante el ciclo primavera-verano 2014.

Almoloya, Nanacamilpa, Cuyuaco, Santa Lucia,
Hidalgo Tlaxcala Puebla Estado de México
(AL) (NA) (CY) (SL)

ALS5R10 NAOR20 CUORI10 SL3R21

AL6R32 NA5SR20 CUI1R30 SL10R10

AL9R32 NA8SR20 CU6R30 SL3R22

NA9R10 CUSR36E SL3R23

NAT1IR30 CU9RI1E SL3R24

NA16R10 CUI13R10 SL4R10

NA16R20 SL5R30

SL6R10

SL8R10

39



Durante la eleccion del método de conservacion de las 25 cepas de F. graminearum se consideraron
algunos de los aspectos indicados por Dilia (2006), entre los que destacaron los recursos econdmicos
con los que se contd, el equipo necesario para llevarlo a cabo, la resistencia de las cepas al
tratamiento de conservacion, si Fusarium iba a mantener su viabilidad, pureza, morfologia, entre

otros asi como las condiciones del proceso y el tiempo en que puede preservarse.

Aunque el método de crioconservacion y el de liofilizacion son muy utilizados para la conservacion
de microorganismos (Pinzon et al., 2009), en este trabajo se encontraron limitaciones para poder
implementarlos como fueron la disposicion de equipos y materiales, adicional al econdémico por

tratarse de una pequefia coleccion.

Por lo anteriormente indicado fue mas conveniente implementar la conservacion en aceite mineral
para la pequefia coleccion de cepas de F. graminearum, a un bajo costo sin requerimiento de un
equipo sofisticado y asegurando la preservacion del material bioldgico entre 2 y 20 afios (Voget, s/f).
Sin embargo, se sugiere resembrar dichas cepas después de dos afos de almacenamiento para evitar
problemas relacionados con la estabilidad genética y viabilidad, ya que como se ha reportado algunos
hongos contintian creciendo bajo aceite, ademas de reducir la posibilidad de infestacion por 4caros

(Jong y Birmingham (2001) citados por Dilia (2006)).

La coleccion de Fusarium graminearum generada en este estudio es importante ya que sera integrada
a un proyecto desarrollado entre el INIFAP y el Colegio de Postgraduados para estudios de seleccion

de especies de éste hongo con alta capacidad de producir la toxina DON.

Aquellas cepas que registren la mayor capacidad de produccion de DON se utilizaran para establecer
pruebas de patogenicidad para identificar lineas de cebada maltera, generadas por un programa del

INIFAP, con resistencia a la rofia de la espiga.
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V. CONCLUSIONES

1. En este estudio se detectaron ¢ identificaron siete géneros de hongos: Alternaria, Epicoccum,
Fusarium, Gonatobotrys, Helmintosporium, Nigrospora y Ulocladium, asociados a la semilla de las
lineas ¢lite de cebada maltera, cultivadas en Valles Altos, region que abarca los estados de Puebla,

Tlaxcala, Hidalgo y México.

2. De los géneros de hongos detectados, Alternaria registré la mayor incidencia (67.5 %) y

Gonatobotrys la mas baja (0.8 %), en la semilla proveniente de Valles Altos.

3. Fusarium registr6 una incidencia de 6.5 % en la semilla de las lineas élite de cebada maltera,
cultivadas en Valles Altos. De este porcentaje, la semilla proveniente de Tlaxcala present6 la mayor

incidencia de Fusarium (10.4 %) y la del Estado de México la menor (2.5 %).

4. De siete especies de Fusarium aisladas, seis se identificaron taxonomicamente como F. equiseti, F.
graminearum, F. avenaceum, F. dimerum, F. sambucinum y F. oxysporum. La séptima especie, no se

logré identificar por carecer de caracteristicas taxondmicas distintivas.

5. Fusarium graminearum, F. equiseti y F. avenaceum fueron las principales especies de Fusarium

asociadas a la semilla de las lineas élite de cebada en la region.

6. Se generd una coleccion de material biologico de 25 cepas de Fusarium graminearum de semilla
de lineas ¢lite de cebada maltera proveniente de Valles Altos para estudios futuros. De estas cepas,
nueve se aislaron de semilla proveniente del Estado de México; seis de Puebla; siete de Tlaxcala y

tres de Hidalgo.
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Anexo 1. Preparacién de preparaciones semi-permanentes (French y Hebert, 1980).

Materiales:

- Cepa de hongo

- Sanitas

- Glicerol (50 %)

- Barniz transparente

- Agujas de diseccion

- Marcador permanente

- Porta y cubreobjetos

- Mechero de alcohol

- Microscopio compuesto

Procedimiento:

1. Se pasa el portaobjeto por la flama del mechero para secar la humedad superficial.
2. Se coloca una gota de glicerol y se pasa por la flama para disolver el glicerol.
3. Se coloca una pequefia porcion de micelio y se esparce con las agujas.

4. Se le coloca el cubreobjetos y sobre este un cuadro de sanita para hacer un poco de presion y
absorber el exceso de glicerol.

5. Nuevamente se pasa el portaobjetos por la flama para retirar las burbujas de aire; se retira, y se
vuelve a presionar con sanita para quitar el exceso de glicerol.

6. Se observa al microscopio para confirmar la preparacion; es decir, ver si las estructuras de
importancia taxondmica para la especie de Fusarium de interés estan presentes.

7. Se le aplica barniz en los bordes del cubreobjetos para sellar y se etiqueta la preparacion.

8. En caso de no contar con la preparacion deseada se repite el procedimiento.
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Anexo 2. Esterilizacién de aceite mineral (French y Hebert, 1980).

Materiales:

- Aceite mineral (Meyer®),

- Olla de presion

- Matraz elermeyer

- Tapon para el Matraz

- Aluminio

Procedimiento:

1. Se calcula la cantidad de aceite a utilizar.

2. Se coloca el aceite mineral dentro del matraz y se cierra con el tapon de vidrio o un trozo de
algoddn enrollado en gasa y se cubre con aluminio la boquilla del matraz.

3. Se esteriliza a una temperatura de 121°C a 151lb de presion durante una hora, este proceso se repite
al dia siguiente.

4. Finalmente se deja enfriar el aceite mineral a temperatura ambiente para su posterior uso.
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