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RESUMEN AL

E1 cultivo.de 1a cebada en México ocupa el cuarto Tugar en. cuanto a super-
ficie sembrada. Dentro de las enferme&ades~que atacan a este cultivo, - -
Hedminthosporium sativum es una de las mds importantes. El método de con-
_ grol mds efectivo contra este pat6geno es la resistencia genética, peﬁb --
.hasta la fecha no se conoce en nuestro medio, la capacidad del hongo para
formar nuevas razas fisiol6gicas, prerrequisito muy importante para ini- -
ciar trabajos dirigidos a 1a bisqueda de material resistente. Consideran-
do To an@erior, se 11evd a cabo el presente trabajo con el objeto de: 1.-
Inveétigar la variacién patogénica de H. sativum en México con base en las
caracteristicas fisioldgicas y patogénicas, 2.- Estudiar algunos de los -
mecanismos implicados en la variabilidad que el hongo mostrara y 3.- Buscar
Tos dos grupos de compatibilidad necesarios para la obtencidn de la fase -

perfecta, hipotéticamente la fuente mis importante de variacidn.

Para este estudio se colectaron 43 muestras de material enfermo en dife--
rentes localidades de 1a Meseta Central, se aisl6 el patﬁgeno, se identi-
ficd, se hicieron cultivos monosp6ricos, a los cuales se les registraron

las caracteristicas culturales en P,D.A, Los 43 cultivos monospdricos se
aparearon e inocularon en semillas de cebada,.utilizando como base el me-
dio de Sach-égar para la obtencifn del estado ascgeno. Se escogieron --
veinte cultivos y se inocularon en 10 variedades-de cebada en el inverna-

dero con el propdsito de estudiar su comportaﬁiento patogénico.

Los resultados o-tenidos indican que los aislamientos de H. sativum proba-
dos, mostraron variacién en cuanto a sus caracteres culturales en P.D.A. -

Con Tos 43 aisleanfentos apareados en el medio de Sach-agar propuesto por -
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Tinline (1951) no se obtdvo el estado perfecto de H. sativum. La reaccidn
de las diez variedades al ataque de los 20 aislamientos fué diferente, ob-
teniéndose 10 grupos distiﬁtos:de patogenicidad. Se encontré asimismo, -
que un mismo conidio puede vaf%ér de‘generacién en generacién. La luz ul-

travioleta no caus6 variacién morfolégica y patogér\fca.

r'[)%)‘ 5 1) I LSS
(B M@uuaem\ {s

e, g o



I INTRODUCCION

E1 cultivo de Ta cebada en México ocupa el cuarto lugar en cuanto a
superficie sembrada, siendo ésta de 291,165 Has., es decir, solamente es
superada por el maiz, trigo y sorgo. La mayor parte de la superficie -
&u]tivada se ubica en la Meseta Central (195,000 Has.), distribuidas - -
principalmente entre los estados de México, Tlaxcala, Hidalgo y Puebla;
es también el cultivo que mds drea ocupa, después del mafz, en las zonas
" de témpora] de Tos Valles Altos (DGEA 1983). Del total de la superficie
dedicada a la producci&n de esta graminea; 281,478 Has., son destinadas

a la obtencidn de grano y 9,687 Has., se usan para forraje.

En nuestro pais, la cebada se utiliza en la industria maltera, como
forraje verde y seco para el ganado, asimismo a manera de concentrado y

en menor proporci6én para la alimentacin humana (Robles 1975).

Tal y como ya se indicé anteriormente, esta planta se siembra prin-
cipalmente en dreas temporaleras donde la escasez de 1luvias y otros fac
tores naturales, como las enfermedades, disminuyen considerablemente los
rendimientos. eqre las principales enfermedades en México se encuen- -
tran: las royas, que incluye a la roya del tallo (Puccinia graminis 4ap
hondel), roya lineél (P. strniiformis f. sp. hondei}, roya de 1a hoja (P.
nondel), cenicilla (Enysiphe ghaminis), escaldadura de la hoja (Rhynchos-
porium secalis), tizdén bacterial (Xanthomonas transfucens}, virus del ena
nismo y amarillo de la cebada y las manchas foliares causadas por varias

especies de Helminthosporium.



Leyva (1982) indica que, en México, del género Helminthosporium se
han identificado tres especies que son patfgenas a la cebada, a saber: H.

sativum, H. tenes y H. gramineum, de Tas cuales la primera es la mds agre

siva.

Zillinsky (1984) menciona que H. sat{vum es un patbgeno muy peligro-
so de la cebada, trigo y muchos pastos; en los que causa manchas foliares
pudricidon de la raiz y corona, destruccién de los nudos, tizon de la espi

_ga y ahogamiento de plantulas.

Este hongo ataca a la cebada y al trigo severamente, en tanto que -
causa menos dafios al centeno y avena. Otra caracteristica de este paté-
geno es que tiene gran capacidad de supervivencia en tejido vegetal muer-

to y en el suelo.

Por otra parte, algo extremadamente importante desde el punto de vis
ta fitopat6geno, es su gran variabilidad expresada claramente por la pro-
duccidn de razas fisioldgicas (Stakman y Harrar, 1957). Al respecto, - -

Christensen, en 1926 determind 37 razasafisio1§gicas.

Aqui en México a pesar de que se sospecha de la variabilidad de este
patégeno, no se han realizado estudios tendientes a la determinaci6n de -
razas fisioldgicas, los cuales son necesarios para emprender trabajos re-
lacionados con mejoramiento genético, que es la medida de control m&s ade
cuada contra este hongo en cebada. En consecuencia y basindonos en lo --
anteriormente citado, se 1levé a cabo el presente estudio con los siguien
tes objetivos.

1). Investigar si H. sat{vum consiste de varias razas fisioldgicas,



2).

3).

4).

tomando como base las caracterfisticas fisiolégicas y patogéni-

cas de diferentes aislamientos de este hongo.

Estudiar algunos de los mecanismos implicados en la variabili-

dad del hongo.

Buscar ‘1os dos' grupos. de compatibilidad necesarios para 1a ob-

tencidn de 1a fase perfecta, hipotéticamente 1a fuente mis im-

p&ftante de variacibn.

Identificar grupos patogénicos mediante inoculacién en -plantas

diferenciales.



II . REVISION DE LITERATURA

Antecedentes _

E1 género Helminthospornium fué descrito por Link en 1809, comd_HeL—
misponium, tomando a H. vefutinum como tipo. En 1821 Gray avals la des-
cripcion, sin embargo,'Person (1822) modificd 1a ortografia del nnombre,
poniéndole Helminthosporium, Shoemaker en 1959 menciona que el nombre -
de Helminthospornium es una variante ortogrifica de Helmisporium y aunqpe
mds apropiada es ilegitima segln el articulo 73 del Cédigo Internacional
de Nomenclatura Botdnica, el cual indica que po; prioridad de publicacidn

se debe conservar el nombre original (Leyva, 1982).

En base a la forma y germinacién del conidio Shoemaker (1959) divi
de al género en dos subgéneros, a saber: Cylindno-Helmisporium, en el --
cual agrupa a las especies con conidios cilindricos que germinan por - -
cualquiera de sus cé]u1as y Eu-Helmisporium, para las especies que produ
cen conidios en formé‘de‘huso y que germinan por las células de los ex--

tremos.

Shoemakef;gn 1962 (Leyva,'1982)_mencibha que Ito en. 1930 propuso el
nombre de Drechslena para las especies que producen conidios de forma ci
17ndrica y que pueden germinar pdf cualquiera de sus células, poniendo -
como tipo a D. tnitici nepentis. E1 mismo autor propuso el nombre de Bi-
polarnis para las especies que producen los conidios fusiformes y cuyas -

células polares son las inicas que germinan.

Con respecto a las especies de Hefminthosporium que atacan a la ce-

bada aqui en México, Lé/va (1982) reporta tres, a saber: H. aativum, H.



Lernes y H. gramineun. E1 mismo autor considera a la primera especie co-
mo la mds patogénica, mds distribuida y por lo tanto 1a de mayor impor--

tancia.

Morfologia.

Conidiéforos erectos, café obscuros, que salen por los estomas solos
o en fasciculos, multiseptados, poseen su base bulbosa y miden 6-10 mi- -
cras de ancho por 140-500 micras de largo; conidios largos, ligeramente
curvos, con 3 a 9 septas y miden de 105 a 120 micras de largo por 15 a 20
micras de ancho (Sprague, 1950 y Zillinsky, 1984). La fase sexual corres
ponde a la especie Cochlioholus sativus debido a que produce pseudotecios
negros e irregulares, de consistencia subcoridcea y. cubiertos por algunas
hifas que desaparecen a medida que se acerca su maduracitn, el ostiolo mi
de de 370 a 530 micras deflargovpor 340 a 470 micras en su mayor anchura;
las ascas son subcilindricas, éstipitadas, mas 0 menos ensanchadas espe--
cialmente antes de la deshiscencia; bitunicadas, octosp@ricas, ascosporas
hialinas al principio y coloreadas cuando 1legan a la maduracién, caracte
risticamente filamentosas, con muchas septas y dispuestas en forma heli--

coidal en el asca (Holliday, 1981).

La fase sexual es dificil de que se forme en 1a naturaleza (Nyvall,
1979 y Tinline, 1351}, porque la especie es heteroté]ica. Kuribayashi
(1929) indica que obtuvo la fase perfecta (Ophciobofus sativus], colocando
hojas de trigo y‘pebada infectadas por H. sativum en un medio compuesto -
de tallos de arrcz cocidos mas agar,en un tiempo de cuatro a cinco sema--

nas.

b

Tinline (19{1) en estudios concernientes al estado perfecto de H. sa
Livum utilizo pa{\g esterilizada de trigo, cebada, ccal‘tm, avena y dife--
e ]
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rentes pastos; estos materiales fueron inoculados solos Yy en pares con H.
sativum, para luego sembrarlos en el medio de Sach-agar. Después de 4-5

semanas observé la formaci6n de pseudotecios pero sin ascas en el caso de
los cultivos solos y pocas ascas en los cultivos apareados. En esta prue
ba dice Tinline, el substrato favorable para la formacién de ascocarpos y

ascas fué la paja de cebada, aunque la cantidad fué escasa.

También el autor hizo estudios con pldntulas de trigo provenientes -
de semilla esterilizada y despus inoculadas, mismas que colocd en el me-
dio‘de[tultivo Sach-agar; a las 4-5 semanas siguientes encontré algunos -
pseudotecios con muy pocas ascas.y ascosporas. A esta prueba eﬁ un segun
do experimento le agregd al medio de Sach las siguientes vitaminas: bioti
na, tiamina, tiboflavina y pantotenato de calcio. Los tratamientos con -

vitaminas y sin ellas no difirieron en la produccidn de ascocarpos.

E1 mismo autor Tlevd a cabo otro experimento, que consistid en tomar
semillas de cebada, esterilizarlas superficialmente, salcocharlas por 2-3
hinutos, luego inocularlas por inmersién en una suspensién de conidios de
2 grupos compatibles. . A las 4 semanas aparecieron abundantes pseudotecios
con muchas ascas normales, por:]o cual Tinline califica a este método como

el mejor para la obtencién de 1a fase perfecta de H. sativum.

Concluye también Tinline en base a estas y otras pruebas, que el hon-
go es heterotdlicc y que una misma cepa es capaz de producir anteridios y

ascogonios pero incompatibles.

Tuite (1969) "eporta que el método de semilla de cebada salcochada -

en medio de Sach-ajar, sigue siendo el mejor para la obtencién de Cochlio

i
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bolus sativus.

Hospedantes.
Por orden de mencién, H, sativum prospera mejor en la cebada que en
el trigo, triticale, centeno, muchos pastos y avena (Zillinsky, 1984 y -

Dickson, 1956).

Sintomas.

Zillinsky (1984) indica que H. sativum es el patégeno mids importante
de la cebada en condiciones calientes con alta humedad; asevera igualmen-
te que el hongo ataca a Ta semilla en el suelo, a la corona y raices de -
p]éntu1as, a las hojas de plantas adultas y espiga, convirtiéndose por =-

ello en un problema muy serio,

Sprague (1950) menciona que, después de las royas, H. sativum es el
patdgeno mis dafiino de la cebada y trigo pero si tomamos en cuenta su al-
to grado saprofitico, su alto grado de supervivencia y su amplio rango de
hospedantes, puede convertirse en un problema muy trascendental de este -

cereal.

-

en el suelo, o bién puede ir en la semilla a este le es fdcil atacar, in-
vadirla al momento de la siembra, causando altos porcentajes de semillas

no germinadas (Tyulina 1977).

Pudricién comln de raices. ‘' Cuando el pat6geno no alcanza a pudrir

el grano, puede atacar al sistema radical después de que emerge la plantu
v1a. Primero aparecen en el hipocétilo manchas pardas, pero cuando las --

condiciones son secas, 3 observa en las hojas basales un amarillamiento
N .
J
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seguido de lesiones cafés, de esa misma manera se muestra a nivel de 1a -

corona una pudricifn que trae consigo 1a muerte de la plantula (Nyvall, -
1979).

Manchas foliares. En plantas en etapa de crecimiento y mayormente -

durante el espigamienta, se presentan en las hojas, vainas y entrenudos,

manchas ovales a fusiformes de color café obscuro que contrastan marcada-
mente con el color verde normal de Ta planta; estas manchas pueden coales
cer y cubrir gran parte del tejido. Otra caracteristica de diagnéstico -
es la abundante prbduccf&n*de conidios cuando hay una humedad mayor a 75%
(Zi1linsky, 1984). Por su parte, Nivall (1979) sefiala que'cuando el ata-
que coincide con el espigamiento, -hay un mal 1lenado de los granos o bién
quedan vanos. En condiciones favorables el ataque puede 1legar hasta la

espiga, provocando ‘1o que se conoce como’ punta negra del grano, el cual -

no puede usarse como semilla porque se inhibe su germinacién.

Dafios.

Christensen (1926) cita que en parcelas comerciales ha encontrado ni
veles de infeccién hasta de 50%. 'Dosdail (1923) sefiala que en Minnesota
H. sativum es el problemé mas serio. -Whitt1§;{1978) registra que las pér

didas por semilla infectada en dos afios fueron hasta del 15% en promedio.

En un estudio para ver el incremento en 1a infeccidn de semillas de
cebada por #. sativum durante cuatro ciclos, Mangan (1979) not6 que en el
primer ciclo la in‘eccién fué minima en la semilla, pero al cabo de los -

cuatro afios la infeccién en la semilla fué mayor al 50%.

En experimen:ns realizados en Brasil por Diehl (1979} sobre los agen

V
i



tes causales de la pudricién comln de la raiz del trigo, concluye que H.
sativum ocupd el 60% de los aislamientos de los muestreos realizados, en
contraste con Fusardium oxysporum que s610 se encontraba en el 5%, F. gra

mineum 5%, Rhizoctonia, Alternaria y Cuwwalarniz 2%,

Biologia.

Huang y Tinline (1976) en un estudio histopatolégico determinaron -
que no existen diferencias en el proceso de iﬁfeccfén entre el trigo y la
cebada, a pesar de que en el campo existe desigualdad muy marcada en cuan
to a resistencia de estos cereales a l1a pudricidn comqn de la raiz causa-
da por H. sativum. Indican tambBién que la penetracfﬁn del hongo fue via
pelos epidermales, estomas y c&lulas rectangulares, resultando infectados

‘la corteza de los tallos y tejido endodérmico, mismos que se mostraron --

destruidos.

En un estudio relacionado con la localizacion de H. sativum en el -
caridpside de 1a semilla de trigo y su posterior impacto en la germinacidn
Teplyakov, en 1977 .encontré que las semillas de trigo infectadas tanto -
artificial como naturalmente pdf el patégeno, posefan el micelio del hon-
go sGlo en la pared de la caribpside y que en41a_gerquaci6n el micelio -

se hall16 3 dias después en la.radicula y 5 dfas mds tarde en el coledpti-

To.

Bisen y Channy (1983) reportaron que después de observar los estados
iniciales de.infeccién por H, Aaiiuum.en hojas_de trigo, la especie germi
né a las 4 horas, el apresorio se desarroIlq a.1as 8 horas en la pared --
celular de 1a epidermis, la hifa causd la infeccion inicial en las éé]u—-

las adyacentes, la ge-minacién bipolar se obtuvo entre 12 y 16 horas ya

1
'
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las 24 horas el citoplasma del hospedante se volvid granular debido a 1a

patogénesis.

Epidemio]ogia\

Dosdall (1923) indica que el micelio del hongo es capaz de crecer a
una temperatura de 1 a 37°C, con un}thimo 28?0. Los conidios en agua -
destilada germinan en un rango de 6 a 32°C, pero el thimo estd entre 22
y -32°. E1 tubo germinativo penetra a los tejidos de la hoja desde los -
12 a los 34fc, pero las infecciones mﬁs severas ocurren de 22 a 30°C. -
Sin embargo a temperaturas arriba de 165 30°C las lesiones se desarrollan

répidamente después de la inoculacifn.

Can respecto al pH, 1a espora por lo general germina mejor en medios
alcalinos que en icidos. No obstante, tiene un amplio rango de pH. Estu
dios en invernaderos indican que hay mayor efecto de la infeccion de'la -
raiz’ y corona en condiciones muy secas o muy“thedas, que cuando el suelo
contiene 1a humedad adecuada para el desarrollo de la planta. En experi-
mentos conducidos durante un afio se encontré que no hubo correlacién en--
tre la ferti]idad del suelo y el desarrollo de la enfermedqd, aunque en -
distintos tipos de suelo se obtuvieron porcentajes desigua]ég‘de dafio- por
el patbgeno, 1o cual se debe a su grado de retencibn de humedad y tempera

tura (Dosdall, 1923).

Sprague (1950) dice que #. sativum esporula abundantemeﬁte cuando el
tiempo es caliente y la humedal alta. Sin embargo, las epifitias se pre-
sentan cuando, interca1ad§ och}re un peripdo de sequia. Algo similar se-
fiala Nyvall (1979) al indicar;gue, Tas plantas bajo condiciones de estrés

por sequia, temperatura alta, i:on deficiencia en nutrimentos y dafios por

j
!

i

N . :
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insectos chupadores, son altamente susceptibles a dicho hongo.

Nema y Joshi (19731 apuntan que los factores ambientales que tienen
mayor influencia en el desarrollo de la enfermedad son la temperatura y
Ta humedad; argullen que detectaron mayor infeccion a 28°C que a 22 y 25°C,
ademis, sefialan que las plantas en floracibn son més susceptibles que las
plantas. j6venes. Esto ﬁ1timo también fué sefialado por Bidari y Govindu en

1975.

Durynina y VeTikanov (1974) notaron que la incidencia de #. sativum
fué minima cuando se fertiTizé adecuadamente con~f§sforo y potasio, mayor
al usar nitrogeno y fésforo, o tamhién?potasio, pero cuando no se fertili
zd, 0~Qnicameﬁfe se hizo con'nftrﬁggqp Ta”incfdencfa‘fué maxima. En 1o -
que respecta al nitrfgeno, Saur y Schonbeck (1976) indican que al aumentar
los niveles de nitrégeno hubo un crecimiento 1ineal en la severidad de la

enfermedad. : -

Efecto que tienen algunas substancias en el desarrollo de H. sativum.

Timon et al. en 1974 concluyeron que algunos aminodcidos y otras -
substancias extraidas de la raiz del trigo alteran el desarrollo, ésggru-
1aci§n y caracteristicas culturales del hongo; ademis, reducen marc;damgg
te su virulencia en pléntulas de trigo y la sensibilidad del conidio a la

fungistasis en el suelo.

Ismall ) Micha]ikova (3977) al probar el efecto de los écjdos salici
licos y gdlicos, encontraron que &stos estimulan fuertemente la germina--
cién de los Hnidios de H. sativum. Por su parte Saur (1979) observé que

el fungicida sistémico "ethirimol", incrementa la germinacidn del conidio
}

/!
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sobre las hojas, al igual que estimuTa la penetracién y colonizacidn del
micelio en el follaje. Al compdrar la»fructificacién del patégeno en ho-
jas tratadas con ethirimol y hojas no tratadas, se vié que ésta tuvo 1u-q”
gar a los 12 y 17 dfas, respectivamente. Este autor también ais1d la to-
xina de H. sativum, la cual aplicada al hospedante reprodujo sintomas - -
idénticos a los causados por el hongo. A esta toxina también la aplicé

en plantas tratadas con ethirimol y plantas no tratadas y observ6 que hu-
bo reacciones patolfgicas mis fuertes en las tratadas que en las no trata

das.

Toxinas de H. sativum.

Vavenkow (1974) al estudiar la accién de Ta toxina de H. sativum, de
termin§ que dicha substancia.causa esterilidad del polen en trigo, por -
esa razén incrementa la severidad de infeccidn. ' Shchekochkhina (1975) in
dica que H. sativum forma substancias inhibitorias a el desarrollo de ---
plantulas, y que eT metabolfto~%§s t§Xico se produce durante el desarro--
110 micelial activo en un nimero 1imitado de aziicares en el medio. Men--
ciona también que las propiedades nutritivas del medio y las caracteristi
cas fisioldgicas de el patdgeno, son factores importantes que influyen so

bre el grado de toxicidad del metabolito.

Yadaf (1981) analiz§ los f{ltrados de H. sativum, encontrando que el
hongo secreta citoquininas in vitro; posteriormente analizé estos filtra-
dos por cromatografia y detect6 la presencia de 2 substancias activast.-—
Menciona luego que la secrecidn in vitro de citoquininas por f. sativum,

sucede durarite los estados inicia’'es de 1a patogénesis.
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Interaccién con otros papﬁgenos.

Adlakha y Raychaudhuri (1975) al observar la interaccién entre H.IZg;
tivum y el virus mosaico estriado del trigo (WMSV), notaron que el hﬁméro
y tamafio de manchas causadas por el hongo se ihcrementaron cuando las 3 - -
variedades estudiadas se inocularon con el WMSV de 10 a 20 dias antes. In
fectando el trigo primero con H. sativum y poniendo Tuego el WMSV, no hu-
bo efecto en el porcentaje de infeccién, periodo de incubacién y expresion
de sintomas del NMSV.

&
Tinline (1977) reporta que en inoculaciones al trigo con Cochliobo--

Lus sativus solo y combinado con Fusarium culmorum y F. acuménatum, no hu
bo supresidn de las dos espeé&es de Fusarium cuando C. sativus se inoculd
primero, pero cuando ‘los fusarios se infectaron primero, no hubo desarro-
110 subsecuente de C. sativus, También Ledingham-(;9421.demostré el anta
gonismo entre F. culmorum y H, &aixvuﬁ‘tuando los inoculd simultdneamente
sobre trigo, ademds, indica que Ta germinacién de los conidios de H. satl

vum es inhibida por 1a presencia - de F. culmorum.

Scardaci, (1981) después de estudiar el antagonismo de.Bipolaris 40-
- nokinéana ( = H. sativum] y F. culmonum, menciona que el patégeno que se
inocula primero evita las infecciones y‘colonizaciﬁn subsecuente del que
se inocula después, siempre y cuando se inoculen jurtes al momento de la
siembra. Este mismo comportamiento no sucede cuando las inoculaciones -

(aunque juntos) se realizan 21 dias posteriores a la siembra.

Existen otros organismos que son antagbnicos a H. sativum pero que

no son patbgenos, como TA£Ch%danma vivide, T. Lignohum, Epiroccum pupuras

I
cens, Pseudomonas viscosas j}a]gunos actinomicetos (Scardaci, 1981).
-
I3

3
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Variabilidad (Stakman y Christensen, 1953).
Se sabe que muchas especies de hongos patfgenos son genéticamente
complejas, 1o cual a nadie debe sorprender ya que muchas de las plantas

cultivadas sobre las que viven los pat6genos son -igualmente complejas.

La manera en que los hongos manifiestan su variabilidad, es mediante
la formacion de RAZAS FISTOLOGICAS. E1 término “raza fisio]ﬁgiqa" se re-
fiere a un bfotipo o grupo de biotipes de una especie o variedad, que pue
den distinguirse\con facilidad por sus caracteres fisin]dgfcos, entre los

que se incluye la patogenicidad.

La determinacién de 1a-variabilidad fenotipica, esto es, los cambios
temporales -de apariencia yfcomportamgento debidos al ambiente, es relati-
‘vamente fécil'cuando los organismos pueden cultivarse en medios artificia
les, por cudnto los factores ambientales afectan el desarrallo del hongo,
no al medio. Las determinaciones sWwilares son mds dificiles cuando el -
hongo crece en plantas vivas porque el ambiente afecta al patégeno, al --

hospedante y a las interacciones mutuas.

La variabilidad fenotipica causada por los nutrimentos, temperatura
y otros factores, es a menudo tan grande como para ocultar las diferen--
cias genédticas entre biotipos y razas, cuando son determinados parcial--
mente por caracteres culturales y por la patogeﬁicidad. Es esencial, por

consiguiente, estandarizar los medios y otras condiciones con grados va-

riables de exactitud, segiin cual sea el hongo y los objetivos de la inves
tigacidn. Antes de extraer conclusiones sobre ‘1a diferencia genética de
los aislamientos, es necesario, como primer requisito, determinar los 1i-

mites de la variabilidad fenotipica {Stxkman y Christensen, 1953). A con
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tinuacidn se discute un poco sobre algunos mecanismos de variacion.

Adaptacidn.

E1 término adaptacién en el sentido en que aqut se da, expresa-la ca
pacidad que posee un biotipo para adquirir algo que originalmente no po--
dia hacer bien. Muchos trabajos se han realizado, al respecto, y argumen
tan que s se presenta eﬁte tipo de variabilidad. Contrastantemente tam-
bién un gran nﬁmero;dé experimentos arrojan resultados contrarios a este

tipo de variabilidad-(Stakman y Christensen, 1953].

Los.hongos utilizados en Tos experimentos de adaptacion deben ser ge
néticamente puros, pues en caso contrario lo que aparenta ser una adapta-
cién de un solo biofipq_ﬁuede»deberse al efeCto selectivo de las varieda-
des de plantas hospedantes sobre ‘una pob1aci§n mezcldda. Esto parece ex-
plicar las conc]usfones‘erréneaS"atque Tlegaron-algunos de los primeros
investigadores del problema. En aquel tiempo poco se sabla de 1a généti-
ca de los hongos y era natural que los resultados se interpretaran equivo

cadamente.

Aunque no puede afirmarse gategéric&ﬁente que los hongos parisitos -
no se adaptan nunca a variedades resistentes de plantas, se ha visto que
pueden adaptarse o adquirir to]er&hcia a ciertos compuestos quimicos sin
1legar a mutar. Esto no se puede seguir especulando, se requieré de una
investigacion muy intensa para llegaf a resolver este problema (Stakman y

Christensen, .953).

Mutacion.

Es un canyio mas o menos brusco en el material gen&tico de la cé]u]a
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el cual es transmitido en forma hereditaria a la progenie. Muchos hongos
fitopatdgenos mutan y existen pruebas de que la mutacidn difiere mucho -
con las especies y con las condiciones ambientales entrev1as que se.inclg_

yen algunos agentes mutagénicos.

Se han observado mds comnmente mutantes en cultivos sobre medios nu
tritivos s611dos donde se presentan a menudo en forma de sectores o man--
»¢hope§ notéb]es en las calonias. Muchos, sfn embarge, no se notan, ya -
igga}ﬁorque el medio en que se forman no es apropiado para su crecimiento
'~§ por&ue Ta mutacién de los caracteres fisiol6gicos y de patogenicidad se
presentan sin que haya.un cambio de apariencia, o también a causa de que
algunos mutantes pueden quedar ocultos por el crecimiento de la linea ge-

nitora (Stakman y Christensen, 1953).

La mutacién de los hongos puede suceder en la mayoria de los caracte
res fisio]égicosVy‘morfo1§gicos. E1 cambio se produce en uno o muchos de
ellos y ser de distinta magnitud. La mutaci6n es comin en los caracteres
culturales entre los que se incluyen el color, la topografia y consisten-
cia de las colonias, direccién del crecimiento, naturaleza del margen, -
zonado, variaci6n, tipo de crecimiento y grado de esporulacidn. Hay tam-
bién mutacién en los caracteres fisioldgicos, tales como la produccién de
enzimas, la reacci6n a los compuestos quimicos conocidos, a las sustancias
téxicas a las exigencias de temperatura, el efecto se ebserva a menudo en
Tos caracteres morfo]égicos,<principa1mente en la forma, tamafio y color de
las esporas, 6rganos de fruct{ficacién y formas de resistencia. También es
comin 1a mutacion en el vigo* sexual y en la patogenicidad.

ot
fy

Es mis dificil observar la mutacién de la patogenicidad que de los -
|
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caracteres culturales, pero cuando 1a‘primera ocurre aquella se pierde -
parcial 6 totalmente; s6lo en forma -ocasional hay una ganancia. \En el ca
so de fl. sativum, Stakman y Christensen en 1953 indican que el hoﬁéq pro-.
duce muchos mutantes pero son poco patogénicos. Buxton (196Q) sefiala que
la mayoria de Tos hongos imperfectos son haploides y las mutaciones en pa
togenicidad en un haploide se expresan inmediatamente, a menos que haya -
epistasis o se modifique por otros factores. E1 mismo Buxton en 1959 re-
porta due Fusarium oxysporum 5. pisd sometido a Ta Tuz ultravioleta no -

aumentd su virulencia conservdndose igual a la raza original.

Referente a los factores que -influyen en 1a mutacidn, en algunos hon-
gos, el nimero visible de mutantes pro&ucidos>cambfa con ‘Tos -diferentes -
medios. No se sabe en todos Tos casos si &sto es el resultado de distin-
tas variaciones en la mutacién o una disimilar visibilidad en los diversos
-medios de cultivo. Algunos azicares, sales de potasio, de uranio, de Q}QE_
nos metales pesados y otros compuestos quimicos, aumentan el nimero de mu-
tantes visibles. Tanto las temperaturas elevadas como las bajas pueden --
también ocasionar mutantes, lo cual-depende de las especies o biotipos del
hongo. La luz ultravioleta, las radiaciones y algunos productos de bacte-

rias son también agentes mutagénicos.

La estabilidad de los mutantes difiere enormemente. Algunos conti--
nan mutando grandemente, otros son mis o menos constantes y hay muchos -
grados intermedios. Varios mutantes de H. sativum, H. oryzae, H. carbo--
num, Gibberella zeae y Fusarium Lini, han sido cultivados durante afios -
Jjunto con sus 1ineas progenitoras y comservan sus caracteres distintivos.
Algunos permanecen constantes en diversss mgdios durante yarios afios y -

A
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también conservan sus caracteres culturales distintiyos; No obstante --
otros hongos contindian mutando abundantemente (Stakman y Christensen, - -
1953}.

Heterocaniosds.,

Es aquella condicifn en 1a cual las hifas o sus c§1u1as contienen -
nicleos diferentes, To cual puede efectuarse independientemente del sexo.
De las recientes e iniciales investigaciones de Hansen'y Snyder, surge -
que es comn en muchos hongos cuyo estado sexual no se conoce, es decir,
en los hongos imperfectos. La ﬁeterocariosis es el resultado de fusiones

entre hifas de diferentes genotipos (Buxton, 1960).

En una rama hifal que sé inicia con un solo ndcleo, puede producirse
una mutacion en el transcurso de ‘las sucesivas divisiones nucleares y ter

minar en heterocariosis.

Dickinson,‘pu1tiv6 juntos un Fusarium rojo y uno blanco, luego sepa-
r6 las puntas de las ‘hifas provenientes de las que se habian“fusionado y

las pas6 a agar nutritivo. Algunas de ellas produjeron.colonias rosadas;

.. sin embargo, los subcultivos eventualmente produjeron colonias rojas y -

T

~

blancas sugiriendo entonces, que, los nncleos de las lineas rojas y blan-
cas estuvieron asociados por algin tiempo y Tuego se disociaron. De ésto
se deduciria que un heterocarionte es solamente una‘sociacién teﬁporal de
nicleos separados, y aunque la heterocariosig es precursora del parasexua
1ismo, de ninguna manera podria funcionar como un sistema de recombina- -
cibn permanente entre distintos caracteres genéticos. Empero, gracias a

1a recombinacién parasexua’ (Pontecorvo 1956), es decir, a un sistema de

recombinacifn genética quelnpera sin gametangios, pueden originarse nue--

\
vos individuos fisiolégicos'y patogénicos. Estas surgen (Buxton, 1960) -
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por intercambio cromosémico, por inversiones cromosémicas o por mecanis--

mos similares a Tos del intercambio genético en los nicleos diploides.

Muchos heterocariontes se forman por anastomosis entre tubos gérminaF
tivos de esporas genéticamente diferentes, o bién, por anastomosis entre -
hifas adultas en algin momento posterior a la germinacibn. Los chleos --
emigran por los puentes entre las hifas anastomosadas-de los distintos com
ponentes monocaribticos haploides. La iniciacidn de 1a-heterocariosis es
relativamente ficil de explicar, pero 1o§:mecahismos y camhios fisiol6gi--
cos fundamentales para que tal condicidn seAperpetﬁe, no son conocidos - -

(Buxton, 1960).

Buxton (1956) demostrd que Fusarium oxysporum fAp pisd produjo nuevas
razas fisioldgicas en el laboratorio por recombinacidn somatica y cariéti-
ca pero no pudo determinar si esos heterocigotes diploides se produjeron -
por intercambio de material genético o haplodizacidn. Hatson y Luig (cita
dos por Day, 1959) indican que 1a recombinaci6n som@tica en royas, es res-
ponsable en gran parte de la produccién de nuevas razas fisioTégicas.
~-L:i_;\:,hei:er'ocar'iosis debe distinguirse de 1a condicign dicarfﬁtiéa en la
cual se encuentran dos niicleos de sexo contrario y se dividen mitoticamen-
te durante el desarrollo del hongo, de modo:que todos Tos derivados de un
nicleo dado tienen también los factores de sexo opuesto, los cuales se con

servan asi hasta 1a cariogamia y se separan en la meiosis.

Para saber si las esporas polinucleadas son heterocarifticas, hay que
determinar c6mo se originaron esos niicleos. Graham consigna que en el gé-
nero Helminthosporium los ndcleos de una espora no se derivan de un niicleo

padre, por lo tanto hay evidencia: de que 1a espora multinucleada es hete-
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rocarigtica; en camhio, Hrushoyetz's indica que de Tes conidios de H. aa-
Livum s§10 germina una c§1u1a y las demds se desintegran; por eso, aunque
haya nﬂc]eos gendticamente diferentes, cada uno de éstQS'no puede dar ori
gen a un heterocarionte, pero los tubos germinativos de esas esporas mono
cariéticas, genéticamente diferentes pueden anastomosarse y producir un -
heterocarionte. Por otra parte, Roane reporta que las conidios de H. cax
bonum, se originan de un conidi6foro uninucleado y consecuentemente, to--

dos los niicleos del conidio son iguales (Buxton, 196Q).

Buxton en 1956 y 1960 dice que en base a sus estudios encontrﬁ’qué‘;
la recombinaci6n parasexual discutida por Pontecorvo (1956) en hongos no
fitopatégenos, también opera en Fusarium oxysporum 4 Sp pdsd, como una -
forma de producir nuevas razas fisiolﬁgicas;'menciona también que, los -
heterocariontes de F. oxysporum f sp pisi no éumentan_la virulencia, pero

tampoco permanece constante.

Christensen en 1926 realiza el primer estudio sobre especializacién
fisiolbgica de H. sativum y concluye que se originaron 37 formas fisiol6-
gicas de H, sativum, las cuales se pueden distinguir por las siguientes
caracteristiéé%rcujtura]es: velocidad de crecimiento, elevacién del mice-
1io, produccidn de conidios, zonacidn y cotor del micelio, entfe otras, -
adem&s, aunque todas las formas atacaron semillas, plantu1as, follaje, ta
11os y partes florales de *trigo y cebada, su grado de ataque indicd que -
también fueron diferenfes gn patogenicidad.

}

Frecuentemente hubo mitacién o heterocariosis en algunas formas de
H. sativum. E1 mutante o ieterocarionte se dispuso como-un sector aparte,

algo disociado del resto dﬁl crecimiento en el medio de cultivo. Bicho -
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fendmeno sucedi6 con mds frecuencia en Tos cultivos monospdricos.

Se presentaron algunas formas fisiolégicas.quevmutaron'riyidamente Y
otras que no mutaron, Asimismo, los mutantes difirieron de sus progenito

res en morfologia, caracteres culturales y patogenicidad.

Christensen (1929) al analizar la influencia de la temperatura en la
frecuencia de mutaciones de H. satcvum, determind que dicho factor tiene
gran efecto en la frecuencia de mutacién de este hongo. Asevera que la. -
temperatura 6ptima para la mutacibn de H. sativum es de 25Aa 27°C'y no --
ocurre mutacién a temperaturas mayores a 30°C y menores.a 15fc, E1 autor
precisa también que algunos mutantes conservaron sus caracteristicas du--
rante 4 afios de estudio cuando se cultivaron en el.hospedante y medio de
cultivo; este hecho supone que esos cambios no fueron meramente fenotipi-

Ccos.

Helminthosporium gramineum ataca considerablemente a la cebada y - -
aunque no tiene un alto.potencial saprofitico su capacidad de variacidn -
es muy grande. Asfi tenemos que el mismo Christensen (1934) determiné mas
de 125 razas en baséga caracteristicas culturales en medio de cultive, -
pero al inocular 16 variedades de cebada'separﬁ mds de 20 razas fisiol6gi
cas de acuerdo al grado de virulencia. Igualmente indica Christensen que
1a Tuz ultravioleta, disminuy§ la capacidad de fructificacién en a]éunas'

razas e indujo la produccidn de variantes.

La bacteria Bacillus mesenternitus en medios artificiales s6lidos o -
1iquidos, produce una substancia qu: reduce el desarrollo, incrementa la
produccién de conidios, inhibe o re:;arda la geruﬁnaciﬁn; causa desarrollo

anormal de la hifa e induce la mutacién en ciertas razas de H. sativum --
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(Christensen, 1940).

De 1a cebada variedad Kindred. se ais16 una nueva raza de H. sativum,
la cual formé, en P.D,A,, micelio rosado y este produjo conidios muy pare
cidos en tamafio, forma y septacion a los de las razas comunes. La tempe-
ratura para desarrollo de micelio y germinacién de esporas también fué 1a
misma. Los mismos sintomas que causan las razas comunes, de esporas tam-
bién son inducidos por-este nuevo biotipo. De la misma manera, la varian
te en cuesti6n ataca los mismos hospedantes que las ya conocidas, ademds
del maiz y las variedades consideradas como resistentes a los biotipos de
conidios negros. En conclusifn esta nueva raza resu1t§ mucho més especia

1izada que las comunes (Pond, 1952).

Control.

Evidentemente que cualquier estudio relacionado con un patégeno, ya
sea tendiente a su identificacidn,~distribuc16n, dafios, etc., siempre el
objetivo final es lograr un combate adecuado, o bién, proponer alternati
vas de control que eviten pérdidas econémicas y que redundan en la merma
de la produccién. Enseguida se explican algunos tipos de control que -

marca la literatura revisadéfsobre este patbgeno.

Control Cultural. _

Afanas'eva (1977) reporta que la fertilizacidn con'nitrégeno mas fos
foro, incrementan la microflora saprofitica causando un decremento en ni-
mero de conidios de H..sativum en el suelo. Por su parte Diehl (1979) -
indica que en cultivos continuos de trigo-soya la severidad de la pudri--
cidn comin dé la raiz causada por #. sativum es grande, mientras que de--
Jando de cultivar mediante ese sisttma los cultivos menciénados, por 3 6

i
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4 afios, el daﬁq,nq es significa;iyq, de igual forma sucede cuando se siem
bra en suelos yirgenes, Basado en estos hallazgos el .autor propone que -
la rotacién de cultivo con algunas hortalizas o alfalfa por.mds de 4 afios
Ta incidencia del hongo es mucho menor. Reis (1983} menciona que al que-
mar Tos resfduos de trigo o cebada segln sea el cultivo, 1a cantidad de -

conidios desciende significativamente,

Contrq] Genético.

Este tipo de control segﬁn Zillinsky (1984) y Dickon (1956) es la -
mejor alternativa‘para contrarrestar los dafios de este hongo. Al respec-
to, Piening (1973) estudié la respuesta diferencial de 10 variedades de -
cebada al ataque del hongo de 1la pudriciﬁn comﬁn de la raiz y determind -
en sus resultados que las variedades Bonanza, Centinela y Jubile fueron -

poco afectadas.

Aqui en México, Leyva (1982) sefiala que no se obtuvo material de ce-
bada completamente resistente a H. sativum, no obstante las variedades --

Manker, Arivat y Mona, fueron 1igeramente susceptibles.

Control Quimico. ..
E1 uso de sustancias quimicas ﬁi;a'el combate de organismos pardsitos
de las plantas, ha tenido mucho auge a través de los aﬁos;A1os fungicidas
a su vez han evoluciorado por cuanto se sigue avanzando en el conocimiento
de 1a fisiologia de 1:s hongos. -La aplicacién de fungicidas en cultivos -
extensivos ha tenido.un uso minimo, no porque estos productos no controlen
eficientemente al piibgeno, sino que la poca redituabilidad del cultivo no
hace,costeabﬁe.aumentar los costos de produccién. Por eso'en la produc- -

cidn de cereales e’ uso de fungicidas se concreta a tratamientos a 1a semi

11a para evitar defios a esta y posteriormente a la pléntula.
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Bidari (1975) probs 6 fungiéidas in vitro en contra de H. sativum; -
de &stos, 4 fueron prométedores, pero el Brestan inhibié.mas el crecimien
to, diferenciandose significativamente del Duter, Captan y Ziride. Lla -~
concentracién de éstOS'fué-de 0.4%. Terekhova ClQZGL,incha que trata- -
mientos a la semilla con Vitavax 75% a razén'de 2.5 kg/ton. y Quinolato

3 kg/ton. dan adecuada proteccifn en contra de H. sativum en cebada.

Sing y Mehrotra (1979) sefialan que al probar 20 fungicidas in vitro a
concentraci6én de 200 ppm contra #, sativum, la mayorfa de ‘éstos inhibieron
el desarrollo micelial en un 70%. Minussi et al. (1980) reportan, que al
evaluar los fungicidas captan, quintozeno y el producto experimental WL -
47675 contra H. sativum a désis de 1, 10 y 100 p.p.m. se detectaron dife-
rencias en la inhibicién del desarrollo entre los diferentes fungicidas,
dosis e interacciones fungicidas-dosis. A 1 p.p.m. el quintozeno redujo
bastante el desarrﬁl]o micelial, aunque no fué estadisticamente diferente
al captan.. A 10 y 100.p.p.m. el WL 476}5 mostré mayor poder inhibitorio

seguido del quintozeno y captan.

Los efectos.de 14 fungicidas fueron evq]uados'jg‘gjgrg.contra H. sa-
£évum por Sing y Virk (1980) después de obsegehr la germinacidn de los -
conidios y desarrollo micelial, todos fueron efectivos, pero 5610 el thi-
ram y carboxin no resultaron fftotﬁxicos, es decir, son los que e]ios con.

sideran como efectivos para este hongo.

Luz y Vieira (1¢82) reportan que Tos fungicidas mis efectivos en tra
tamientos a la semille para suprimir el desarrollo de C. sativus son el -
nuarimol y fenapanil, en cambio, semillas tratadas con triadimefon y tri-

forine no fueron diferentes en comparacién a las no tratadas, en cuanto a
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la reduccién de 1a infeccién, Tanto el fenapanil camo el .nuarimol persigL
tieron y protegieron a la planta 30 dias después de 1a siembra, por esta
razén les autores concluyen que con estos fungicidas es posible proteger
al cultivo en etapas tempranas de desarrollo y en caso de que se presen--
ten infecciones en etapas posteriores, hacer otra aplicacidn con esos mis

mos productos.

Gordon et al. (1985) probaron diversos fungicidas y dosis en trata--
mientos a la semilla para el control de Drechsfera graminea ( =, grami--
neum) y en base a los resultados obtenidos, dicen que los mejores fungici

das son imazalil, el producto experimental C.G.A. 64251 y el ideprodione.

Cas W
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MATERIALES Y METODOS

1. Colecta de MateriaT Enfefmo. .

Para 1a realizacidn del presente trabajo se colectaron 43 muestras de
material enfermo con 1a sintomatologia tipica de la enfermedad en diferen-
tes localidades de 1a Meseta Central (Cuadro 1) y se trasladaron en bolsas
de pldstico al laboratorio de Micologia del Departamento de Parasitologia

Agricola de la Universidad Auténoma Chapingo.

2. Estudioswde Laborato;io.

2.1. Aislamiento e identificacion del patdgeno.

E1 patégeno fué aislado mediante. las técnicas comunes en el medio
de cultivo Papa-Dextrosa~Agar (P.D.A.). Una vez purificados los aislamien
tos de las diferentes muestras, se hicieron obseryvaciones sobre el creci--
miento del hongo en P,.D.A.,  también se examinaron sus caracteristicﬁs~en‘-
preparaciones éémpora]es Y permanentes para con ello 1legar a su identifi-
cacion, apoydndonos para esto en la descripcién de Drechsler (1923), Dick-

son (1956) y Leyva (1982).

2.2. Cultivos monospdricos.

bespués de identificar el fiongo, se procedid a establecer los cul-
tiyos monospdricos de cada uno de los aislamientos citados; para tal caso
tomamos conidios de cada muestra con un asa bacterioldgica, &stos los co--
locamos en un tubc de ensaye con agua estérf], homogenizamos y pusimos una
gota de dicha susvénsidn en una caja de petri con agu; agar a la cual di--
mos movimientos g‘ratorios para dispersar los conidios. A las 48 horas -

germinaron los coiidios y Tos transferimos al medio de P.D.A. Del creci-
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Cuadro 1. . Origen de los 43 aislamientos de H. sativum.

No.de

Mslamiento. . Localidad Estado Cultivo atacado

1 San Mateo Atenco México Cebada

2 San Mateo Atenco México Cebada

3 San Mateo Atenco México Cebada

4 San Mateo Atenco México Cebada

5 San Mateo Atenco México Cebada

6 Carretera Apizaco-Tlaxco Tlaxcala Cebada

7 Carretera Apizaco-Tlaxco Tlaxcala Cebada

8 Cﬁrretera Apizaco-Tlaxco Tlaxcala Cebada

9 Carretera Apizaco-Tlaxco Tlaxcala Cebada
10 Carretera Apizaco-Tlaxco Tlaxcala Cebada
11 Carretera Apizaco-Tlaxco Tlaxcala Cebada
12 Tlacatecpan* ' México Cebada
13 Tlacatecpanf México Cebada
14 Tlacatecpanf México Cebada
15 Tlacatecpan® México Cebada .
16 Tlacatecpan* México Cebada
17 Tlacatecpan* México Cebada
18 Tlacatecpan* México Cebada
19 T]acatecpanf México Cebada
20 Tlacatecpan* México Cebada
21 Tiacatecpan* México Cebada

* E1 alto ndmero de m.estras en este lugar se debié al gran numero de varieda-
des de cebada estab acidas ahf por el I.N.I.F.A.P.



Cuadro 1. (Continuacién)...

Ais]gﬁéggto.. .....lecalidad. .......... ... Estado. ... .. .. Cultivo.atacado
22 Santa Ménica México Cebada
23 Edif.Economia,Chapingo MéXico Cebada
24 Sn. Martin, Chapingo ‘México Cebada
25 Xaltepa, Chapingo México Cebada
26 Sn.Juan sur, Chapingo México Cebada
27 Sanrﬁdan Nte. Chapingo México ' Cebada
28 I.N.1.F.A.P. E1 Horno, |

Chapingo. .México Cebada
29 Cb}egio de Postgraduados

Montecillos. México Trigo
30 ~ Zumpango México Cebada
31 Tizayuca Hidalgo Cebada
32 Sierra Hermosa Hidalgo Cebada
33 Ayotla México Cebada
34 Acozac ~ México Cebada
35 Intermedio Ayotla-Acozac México Cebada
36 La Venta Puebla | Cebada
37 San Martin Texmelucan Puebla Cebada
38 Carretera Calpulalpan-

Tlaxco. Tlaxcala Cebada
39 Carretera Calpulalpan-

Tlaxco. Tlaxcala Cebada
40 Carretera Calpulalpan-

Tlaxco . Tlaxcala Cebada



29

Cuadro 1. (Continuacién)...

No.de

Aislamiento.. ... .. localidad. ............. . Estado.......... Cultivo .atacado
41 San Francisco Tepoxozuca México Cebada
42 Hacienda Zoapila Tlaxcala- Cebada

43 | Hacienda Zoapila. Tlaxcala Cebada




30

mienpo monoconidial de cada cu1§iv9 una, parte se transfifié a4tubqs de -
ensayo con P,D.A, en donde se les.agregd aceite mineral con el fin de pre
servarlos por mds tiempo y utilizarlos en estudios posteriores. Con la =
otra parte se iniciaron 105‘estudids.de'bQSqueda de los dos grupos compa-
tibles para 1a obtenci6n del eétado perfecto y estudiar la variabilidad -

del hongo, que se originase por hibridacibn.

2.3. Biisqueda de los dos grupos compatibles.
. E1 objetivo de obtener la fase perfecta fué para estudiar la pato-
. genicidad de cultivos monoascospéricos de una misma asca y de un mismo ~--

pseudotecio y ver si existe variacién al respecto.

Segiin Tiniine (1951) una forma de obtener el estado perfecto de H.
" sativum es apareando dos grupos compatibles en un medio de cultivo de Sach-
agar con granos de cebada salcochados. El procedimiento utilizado para tal

caso fué el siguiente:

1. Se remojé semilla de cebada en agua estéril durante 4 horas.

2. Una vez seca dicha semilla se tratd con cloruro de mercurio
1:1000 por 5 minutos. '

 3. Se'iavé la semilla con agua estéril 3 veces para quitarie los

residuos de Hg C1,. o

4. Se salcoché la semilla en agua hirviendo por 2 minutos, con el
propdsito de matar el embrién.

5. Esos granos se sumergieron en una suspensidn de conidios com--
puestos por varios aislamientos y con 4 repeticiones. Cuadro 2.

6. Se colocaron las semillas en un matraz con medio Sach-Agar - -

(Cuadro 1 del Apéndice) con un pH de 5.0 incubamos a 24§c y esperamos 7
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semanas.

Cuadro 2. Aislamientos de H, sativum cuyos conidios se suspendieron en -
' agua y se colocaron en semillas salcocfiadas para la bisqueda de
Tos dos grupos compatibles en la primera etapa.

- Suspensidn.de Conidies. . ... .. .. AisTamientos. .incluldos

g%, 2, 13, 16 y 6
14, 10, 4, 21y 1
19, 7, 17, 3y 20 °
5, 9, 11, 12 y 18
8, 2, 13, 16, 6

Mmoo W 3>

14, 10, 4, 21 y 1
F ' 19, 7, 17, 3, 20

4+ O W 4+ P

5, 9, 11, 12, 18

_ , .
. Estos ndmeros corresponden al nimero de aislamiento en el Cuadro 1.

Esta primera prueba para la bﬁsqueda de los grupos compatibles, -
s§10 inc]uy§ aislamientos de las primeras muestras colectadas; ademds, el
incluir varios en cada suspensidn se debid a que era muy infuncional reali
zar apareamientos de 2 en 2, ya que las combinaciones entre elles, hubie-- .
ran sido muy numerosas, Tanto en esta primera etapa como en la segunda la*

eleccitn de los aislamientos para cada suspension fué completamente al azar.

. Cuando se obtuviercn.los 43 aislamientos, se realizd otra prueba -
para la stqueda de los gripos compatibles. E1 procedimiento para este --
caso fué casi igual al anterior, s6lo que en Tugar de inocular la semilla

mediante inmersidn, &sta se colocb en los matraces co" medio de Sach-agar
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un poco antes de llenar las cajas de petri (Romerq,.lgss); entonces se co-
locaron gotas de las diferentes suspensiones (Cuadrg 3), en las cajas con

medio Sach~Agar y semillas. También el pH del medio ful de 5.0, la tempe

ratura de incubacTQn de 24°C. Se hicieron 4 repeticiones y se esperé 7 -

semanas.

Cuadro 3. Aislamientos de H, sativum que conformaron cada una de las sus-

gensiones‘de conidios en la biisqueda de los dos grupos compati-
les en la segunda etapa. '

Suspensi6n de Conidios. .. Aislamientos . incluidos .

1, 42, 30, 23 y 38*
28, 19, 41; 36 y 5
33, 43, 32, 14 y 39
37, 34, 25,.21 y 9

6, 26, 29, 17 y 3

16, 40, 27, 35 y 18
7, 41, 43, 13 y'29

== o - m o . O w X

2, 36, 23, 4 y 20

-t

i, 29, 10, 12 y 31

*
" Estos nimeros corresponden al nmero de aislamientos en el Cuadro 1.

3. Estudios de variabilidad de H. sativum.
3.1, Variabilidad in vitro.
Con el propésito de investigar la variabilidad en las caracteris-
ticas culturales de H. sativum en P.D,A., se tomaron los 22 aislamientos

monospéticos que corresponden a los primeros 22 del Cuadro 1; a &stos se
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les registraron las caractepisticas de didmetro de la colonia, color de -
la colonia, bandeado ¢ zonado, a los 12 dias después de hacer 1a siembra

en P.D.A,

3.2, Variabilidad en patogenicidad.

De los 43 aislamientos, se tomaron veinte los cuales se usaron -
para medir su var1aC16n en patogenlcidad (Cuadro 4). Llos crlterlos usa--
dos para escoger estos cuTtlvos fueron: 1) Que procedieran de areas con
diferentes caracteristicas climiticas que pudieran afectar la relacidn -
paﬁﬁgeno hospedante y 2) Que fueran de una misma &rea, para observar si
en ese mismo microclima existe variacion. Para esta prueba se escogieron
10 variedades de cebada como diferenciales, las cuales ya habian sido eva

luadas por Leyva (1982), (Cuadro 6).

Los materiales a los que ya se hizo henciQn fuerdh bropdréidnados
gentilmente por el Centro. Internacional para el Mejoramiento de Maiz-y -
Trigo (CIMMyT) de el Batdn, México. Estos cultivares fueron sembrados en
el invernadero en macetas de pldstico con un didmetro de 14 cm y 15 cm de
profundidad. De cada variedad se sembraron 20 macetas con el fin de FeneF
una maceta con 8 p]antds para cada aislamiento monospﬁrico, de esa manera

se tuvieron en él inverpadero 200 macetas con 8 plantas cada una.

3.2.1. Incremento y.Preparacién del Inbculo.

Los cultivos seleccionados (Cuadro 4), se sembraron y purifi-
caron en cajas de petri con el medio de P.D.A., usando 4 cajas para cada -
uno de los praislamientos. Una vez que el hongo esporuld y 1leno las ca-
jas, se tomaron las estructuras de &ste raspando con un portaobjetos sobre

el medio y se‘colocaron en agua est&ril para luego licuar. La suspensidn



Cuadro 4. Aislamientos del H. sativum escogidos
génica en 10 variedades de cebada.

33

para medir la variacién pato-

No. de Aislamiento No. Progresivo de
asignado en el -- los 20 aislamien- Origen del Aislamiento
Ciadrol  tos seleccionados o |
2 1 'San Mateo Atenco, México
4 2 " San Mateo Atenco, México
8 3 ‘Carretera Apizaco-Tlaxco,Tlax.
42 4 Haéienda Zoapila, Tlaxcala.
12 ‘ 5 Tlacatecpan, Méx.
14 6 Tlacatecpan, Méx.
17 7 Tlacatecpan, Méx.
29 8 Colegio de Pos tgraduados,
' Montecillos, Méx.
22 ‘ 9 Sta..Ménica, Méx.
39 . 10 Carretera Calpulaipan-Tlaxco,
Tlaxcala.
41 11 Sn.Fco. Tepoxozuca, Méx.
23 12 Edif. Economia, Chapingo, Méx.
27 - 213 Sn. Juan Nte. Chapingo, Méx.
- 28 14 ‘L.N.I.F.A.P. E1 Horno, Chapin
: go, Méx.
32 , - 15  Sierra Hermosa, Hgo.
31 16 Tizayuca, Hgo.
24 17 Sn. Martfn, Chapingo. Méx.
37 18 Sn. Martin Texmelucan, Pue.
34 19 P;dzac, Méx.
33 20 hyotla, Méx.

1
'

i -
!
¥
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de conidios se ajust6 a 26,000 conidios por c.c.

3.2.2, Inoculacidn,

Cuando se obtuvieron las suspensiones de conidios ajusfadas
a la concentracidn indicada, se inocularon las p]anfas de cebada al mes
de que estas habian emergido, usando un atomizador manual en donde previa
mente se les adicionaban 2 gotas ‘de Tﬁeen 20 para.lograr mayor adherencia
de los conidios a la planta. En estas inocu]acioﬁes.se‘buscé que cadé ma
ceta tuviera un mojado total. Ya inoculadas las plantas, permanecieron -
en cdmara himeda por 24 horas y despuds de tranécurrido ese tiempo, se -

colocaron en los bancales del invernadero.

3.2.3. Evaluacidn.

A los diez dias después de 1a inoculacibn se realizé la lec-
tura de los Sintomas, usando la escala de caTificaciﬁn propuesta por Ja--
mes (1971) con algunas modificaciones (Fig. 1 y Cuadro 5). De estos re--
sultados se hizo el examen comparativo entre aislamientos dentro de una -
misma variedad y el comportamiento de las variedades de cada uno de los -

cu}tivos.‘

._‘;.
.-
-~

3.3. Variacidn in vitro y patogénica de subcultivos monoconidiales.
De 1as inoculaciones realizadas, se t@mnroh muestras de los dafios

de los cultivos 2 y 13 que corresponden al anero de aislamiento 4 y 27, -
respectivamente. De cada uno de éstos se hicieron 5 subcultivos monoconi-
" diales y se 1es midieron sus caracteristlcas culturales en P.D.A., asi co-
mo su patogenicidad. La metodo]ogia empleada en esie caso fue jgual a 1a
empleada en la primera inoculaciin y evaluacidm, s6lo que aqui Onicamente

se utiliz6 la variedad Porvenir por tener una respuesta adecuada a esos -

i
i
i

i



Fig. 1.

Escala de evaluacifn para e] estudio de variacidon patogénica

en Hefminthosporium sativum. Los nimeros en la figura indi-
can el porcentaje de dafio. I=Inmune, R=Resistente, T=Tole-

rante y S=Susceptible. Para mejor comprensidn ver el Cuadro

36
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Cuadro 5, Escala de evaluacién (modificada) para Helminthosporium en ce-
reales*.

Indice Porcentaje Calificacion Observaciones

0 0% "~ Inmune Sin manchas y sin dreas clo-
roticas.

1 1% Resistente Una o dos manchas por hojas.

2 5% Tolerante 5% de la hoja con mancha o -
necrosis.

3 10% Tolerante 10% de la hoja con manchas o

necrosis.

4 25% Susceptible 25% de 1a hoja dafada.

5 50% Muy susceptible 50% de la hoja dafiada.

6 50% Altamente 50% de la hoja dafada.

susceptible

* Tomado de James, C.V. 1971. An illustrated series of assesment Keys -
50{ plant Diseases, their preparation and usage. Can. Plant Dis. Surv.
ol. 51, No. 2.
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Cuadro 6. Variedades.de cebada utilizadas como diferencia]eg para ob§er-
var si existe variacidn de H. sativum bajo condiciones de in--

.vernadero,

No. Variedades = .. = ... .. Uso ... .. ......... .Origen.

1 Cerro Prieto Malta y Forraje Mexicana

2 Centinela Malta Mexicana

3  Porvenir Malta " Mexicana

4 Promesa Malta Mexicana

5 Puebla Malta _ Mexicana

6 Zoapila Malta Mexicana

Z Arivat Malta Extranjera
8 Clipper Malta ‘ Extranjera
9 Manker Malta Extranjera |
10  Mona , | Malta Extranjera

dos aislamientos. E1 propdsito de estas observaciones es el de ver si al-
guno de ellos cambié en 1la FZ‘

"

-
.-

3.4. Variac}ﬁn in vitro y patogénica de los subsubcultivos Monoco-

nidiales. ‘

De las lesiones caﬁsadas por los subcultivos (le, se tomaron mues
tras para hacer otros 5 subcultivos monospSricos de cada uno y observar si
existe variabiltidad. tanto en caracteres culturales como en patogenicidad -
en la F3 sobre la variedad Porvenir (Cuadro 3 del Apéndice). También en -
esta prueba se utilizaron las técnizas ya mencionadas.

)
|
|

1
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3.5. Variabilidad por Mutacidn.

El aislamientq,numero 8 considerado en la primera inqculacién con
patogenicidad media, fué sometida a radiaciones de luz ultrqvfo1eta.a una
intensidad de 375 nm, con 5 tratamientos los cuales se indican en el Cua-
dro 7. Este ensayo tuvo como fiﬁa1idad observar si los rayos ultraviole-
ta y el tiempo de exposfciQn causan alguna mutacidn en el Bongo y con -~
ello variaci6n en el mismo. |

Cuadro 7. Tratamientos con Tuz ultravioleta a los que se sometid el ais-
lamiento nlmero 8, '

Tratamiento 1 Sin influencia de luz ultra-

violeta. -
" : 2 Con influencia de luz ultra-

violeta 1 minuto.

" -3 Con influencia de luz ultra-
violeta 3 minutos.

" 4 Con influencia de luz ultra-
violeta 5 minutos.

4, Viabilidad de los cgnidios de Helminthosponium sativum.

También con el prop§sf¥o de ver la variacién y ademds el de analizar
la viabilidad de los conidios de H, sativum, se conservd una suspension -
de conidios en agua destiléda a la intemperie durante 9 meses; al terminar
este tiempo, se asperjd dicha suspension sobre la variedad Porvenir, si- -

guiendo las técnicas de inoculacién y evaluacibn ya citadas.
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RESULTADOS Y DI§CQSION

1. De las muestras co]ectadas.

De las 43 localidades que se muestrearon, se determinﬁ que en todas
habia presencia de fl, Aaiiyam atacandO'pTantulas, hojas, tallos ¥y esbiga,
tal y como To especifican Dosdall (1923), Leyva (1982) y Zillinsky (1984).
De esos lotes muestreados, los pertenecientes a Ta Hacienda Zoapila fue--

ron los mis fuertemente atacados por la enfermedad.

2. Estudios de laboratorio.

2.1. Del aislamiento e identificacién del patdgeno.

E1 medio de cultivo de Papa Dextrosa Agar con periodos normales -
de Tuz y obscuridad y-al ambiente de laboratorio, resulté muy eficiente -
para el crecimiento y esporulacion de #. sativum, como To indica Leyva ==
(1982). En Ease a las descripciones de: Drechsler (1923), Dickson (1956)
y Leyva (1982) se reso]vi§ que el hongo en estudio se trataba de Helmin--
thosporiun sativum P.K.B.

2.2. Cultivos monospdricos.

La técnica utilizada y prdgaxcionada bor Romero (1985), fué adecua
da para obtener cultivos a partir de un solo conidio, ya que aparte de fa-
cil, separa muy,bién las esporas. El medio de cultivo Agua«Agar pobre en
nutrientes, da un crecimiento lento.de los tubos germinativos, de los coﬁi
dios 1o cual evita la unién con otros. Este cultivo tiene pocos carbohi--
dratos, por lo tanto evita:lé'contaminaciﬁn con otros microorganismos al -

momento de las siembras.

2.3. Bisqueda de 1os dos grupos compatibles.
Para tal caso seguims el procedimiento indicado por Tinline (1951).
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Después de cuatro semanas inspeccionamos periodicamente 1a siembra en el
medio de cultivo por otras tres semanas mds. No se formaron los pseudo-
tecios ni ascas al aparear los primeros veinte aislamientes. El auter -

mencionado obtuvo pseudotecios y ascas entre 4 y 5 semanas.

En la segunda prueba en'donde ya se aparearon los 43 aislamientos,
después de 7 semanas tampoco se formé el estado perfecto. Esto indica -
que tal vez en las diferentes combinaciones realizadas entre las distin--
tas cepas no pudieron haber coincidido los dos grupes de compatibilidad,
0 bién, que hayan existido alteraciones en los reactivos y/o fallas en el
procedimiento. También es posible que aqui en México no tengamos los dos
grupos de compatibilidad y por ello, fué imposible obtener la fase ascoge
na. Esta G1tima justificacién es mis probable, porqueen otros paises su
cede 1o mismo con otros hongos, por ejemplo con Phytophthora infestans, -

agente causal del tizén tardio de la papa y el tomate (Smoot et al. 1958).

Ya se habia p]anteddo anteriormente que de las ascas obtenidas en
la fase perfecta se harian cultivos monoascospdricos para observar el efec
to de la recomb1nac16n sexual sobre la var1ab111dad del hongo, pero como -
no se obtuvo el estado sexual del patﬁgeno“no fue posible realizar esos -

estudios.

3. Variabilidad de H, sativum generada por mecanismos asexuales.
3.1. Var1ac16n in vitro (P.D.A.) de 1las caracterlstlcas culturales.
Tomando en cuenta las caractéristicas culturales, una misma raza -
fisiolégica puede tener fenctipos diferentes e incluso, distintas razas -
parecen iguales fenotipicame{te lo cual depende del medio de cultivo y el

ambiente (Stakman y Christen:en, 1953). Indican también estos autores que

L
!
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las diferencias fenotipicas persisten por pocas generaciones, por eso cuan
do se clasifican grupés de aisiamien;qs basandose en es§as.caracteristicas
deberdn hacerse después de que hayan crecido por mas de 2 generaciones ba-
jo condiciones idénticas. Ast a los resultados de los primeros 22 aisla--
mientas que desarrollaron en P.D.A, no se les di6 mucha importancia, no -
obstante, en el Cuadra 2 del Apéndice se pueden observar grandes diferen-
cias en las caracteristicas culturales registradas, asi como en las Figs.

1y 2 del Apéndice.

La gran variacién que se presentd en los diferentes aislamientos,
confirma que el hongo es muy variable tal y como 1o especifica Christen-
sen en 1926 al detectar 37 razas fisiolGgicas que tuvieron caracteristicas

distintas al desarrollarse en P.D.A,

3.2, Variacién en paﬁogenicidad.

3.2.1. De 1a Tnocu]aciﬁn.

El método de inoculacién con el atomizador manual y pulveri-
zaciﬁn al follaje fue efectivo, ya que a los diez dias después, cuando se
registfd 1a capacidad patogénica de los diferentgs cultivos en la colec--
cidn de las 10 variedades de cebada, hubo p1antas£&he tuvieron mas dg] 90%
de infeccibn, produciendo todas las cepas probadas los sintomas tipicos -

de 1a enfermedad. Con esto se comprueba lo escrito por Leyva en 1982.

3.2.2. Evaluatién y an&]isis de resultados.

Observando los resu]tados de 1ds eva1uacidnes, encontramos -
que el grado de ataque fue variable, es decir, hubo variedades que se com-
portaron como resistentes (R}, tolerantes (T} 6 susceptibles (s), depen---

diendo desde luegd de 1a agresivfdad del patdgeno y de la vulnerabilidad -
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de la planta.

En el Cuadre 8 puede observarse 1a respuesta de una sola va-
riedad al ataque de los 10 gruposfde patogenicidad distinta resultantes;
as mismo, el grado de ataque diferencial de una sola cepa respecto a las

10 variedades,

Analizando el Cuadro referido y en base a los 20 aislamientos
estudiados en las 10 variedades utilizadas, observ&mos que s? existe varia
cién patogénica de 1a poblacién de H. sativum ya que se obtuvieron 10 gru-
pos con patogenicidad diferente, 1o cual no indica que sean igualmente 10
razas fisiol6gicas. Estos resu]tados,conffrmanilo indicado por Christen--
sen (1926), en cuanto a que el hongo es muy variab]e,}]o cual se debe pro-
bablemente a que es capaz de agredir-a la planta en cualquier etapa de su
desarrollo, dafiando semi1]as,,p1§ntu1as, ta11os, hojas y-espiga, ademds -
del amplio rango de hospedantes, alto grado de supervivencia en resfduos -

de cosecha y como saproéfitos.

Los diez grupos de patogenicidad encontrados en los 20 aisla-
mientos estudiados fueron desde no patogénicos hasta altamente patogénicos.

A continuaci6én se analiza cada uno de dichos grupos.

Grupo 1. .Corresponde a la muestra 3 de San Mateo Atenco, Mé-
xico. Es considerado como grupo dnico y uno de los menos patogénicos, tal
y -como se muestra en el Cuadro 8, En la Fig. 2 se puede ver 1a reaccidn de
la variedad Porvenir a este aislamiento, en dondeAée comportd como toleran
te y en cambio fué muy susceptible al aislamiento 20 que se colectd en - -

Ayotla, México.



Cuadro 8. Grupos de patogenicidad diferente, resultado de las 20 cepas inoculadas a 10 variedades de cebada.

Grupos de Pa-

togenicidad Variedades gﬁ:;go Centinela Porvenir Promesa Puebla Zoapila Arivat Cipper Manker Mona
diferentes. :
1 T T T S T T T T T S
2 s s s s s s s T s
3 T T S S S S S T S
4 S S S T S S S S S S
6 S. S S S S S S S S S
d T T T T T S 'S T T S
9 T S S T T S S S T S
11 T S 3 3 S S S s S S
14 T S S S S T S S S S
17 R T R T T R T T R T
Simbologia: I = Inmune
R ="Resistente
T = Tolerante
S = Susceptible

2
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Lo

Fig. 2. Reaccifn de la variedad ﬁﬂfﬁénir al aislamiento 1 (Izquierda) y
al aislamiento 20 (Derecha).

Lol

fgéjwé. Respﬁesté‘ﬁenla variedad Mona al aislamiento 8 (Izquierda) y al
aislamiento 17 (Derecha).
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Grupo 2. Se refiere a l1a muestra 4 de las que se colectaron
en San Mateo Atenco, incluye ademds, a la muestra 1 de Tlacatecpan, C.7.-
Montecillos y San Martin Texmelucan, Este grupo es de los mis.angSivoz.
En 1a Fig. 3 se observa el afs]amiento 8 que es de este grupo, al que iz
_ variedad Mona se comportd como susceptiﬁle, en cambio, al aislamiento 17

"~ fué tolerante.

Grupo 3. Constitufdo dnicamente por el aislamiento de la -
carretera Apizaco - Tlaxco. Se considera de patogenicidad media. E1 Gru
po 4 esta compuesto por los cultivos de Ta'Hacienda Zoapila y Ayotla. es

de alta patogenicidad.

El grﬁpo‘6 estd constituido por los aislamientos: Tlacatec--
pan muestra 3, carretera Calpulalpan-Tlaxco, Edificio de Economia, San -
Juan Norte, Sierra Hermosa y Acozac. 'Es'el que agrupa mas aislamientos -
y el m&s patogénico. EI grupo 7, solo se representa por la muestra 6 de

Tlacatecpan y es poco patogénico.

E1 grupo 9 compuesto sblp por el cultivo de Santa Monica, es
de patogenicidad media 1o mismo que el grupo 11 que To componen San FranT

cisco Tepexozaca y Tizayuca.

Grupo 14 formado s6lo por la colecta de INIFAP, E1 Horno, -

Chapingo. Se catalogd como patogénico.

E1 aislamiento de San Martin Chapingo constituye el grupo 17

el cual no es patogénico.

Examinando cada uno de los 10 grupos de patogenicidad distin
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to se puede discutir To siguiente:

E1 grupo mds papogénico Yy que a su vez es el mayor dentro de
estos 20 es el representado por Tlacatecpan, Méx. muestra 3 al cual -fue--
ron altamente susceptibles todas las variedades. Le siguid en patogenici
"dad e1.grupo de San Mateo Atenco, Méx; muestra 4. Por otro lado el grupo
menos patogénico, lo representa San Martin Chapingo, al cual las varieda-
des Cerro Prieto, Porvenir, Zoapila y Manker se comportaren como resisten
tes; las otras variedades fueron tolerantes, Otro tamhién poco patogéni-
co fué el de San Mateo Atenco, Méx. muestra 2, al cual fueron susceptibles

solo 2 variedades.

Es necesario indicar que en el caso del grupo ﬁue representa
dnicamente Tlacatecpan, Méx. muestra 6, al que 5610 se comportaron como -
susceptibles 3 variedades, se inoculé puro micelio ya que no formd coni--
dios, pero cuando se pusieron en cdmara himeda trozos de cebada ya inocu-

lados y con sintomas, si hubo produccidn de conidios.

R Fué posible notar que cepas procedentes de una misma regién,
como los de San Mateo Atenco, Méx., Tlacatecpan, Méx., y Chapingo, Méx.,
se comportaron patogénieémentéAdiferente. "Los tres aislamientos de Tlaca
‘tecpan exhibieron distinta patogenicidad, por ejemplo 1a muestra 3 fué al
témente patogénica ylla muestra 6 5619 atac§ a 3 variedades. Este aspec-
to sé nota mas en lbs aislamientos de Chapingo, ya que mientras que las -
colectas del edificio de Economia y San Juan Nte. fueron muy virulentas,
1a correspordiente a san Mavtfn no fué virulenta. Como se explicd esto,
Tos tres lugares mencionados son Centros Experimentales del CIMMyT y/o ==

INIFAP, To cual permite {ntroducir gran ndmero de variedades de cebada y
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trigo a los cuales ataca es;e pa@@geﬁp; ademas ahi.ﬁambién se trabaja con
mucha aplicaci6n de herbicidas. Esta situaci@n promueye grandes poblacio
nes de H, sativum, por lo tanto al coincidir 2 razas que atacan a diferen
te variedad, por anastomosis (Pontecorvo,.1956 y Buxton.1960) y después -
por intercambio de matewial genético forman nuevas razas. Stakman y Chris
tensen (1953) éeﬁalan que los productes quimicos provocan mutacién. Los
herbicidas aplicados en esas &reas pueden originar mutantes, los que si -

son patogénicos se convierten en nuevas razas fisioldgicas.

También sucedié el caso contrario, porque las cepas de Tizayu
ca, Hgo. y San Fco. Tepexozuca fueron iguales y su ambiente no es el mismo,

aparte de la distancia que existe ‘entre éstos.

Con el presente trabajo queda claro que si existe variacion
de . sativum en México, pero como es que se ha dado esa- variacion. Chris-
tensen en 1926, argumenta que la mutacion y la adaptacion son probablemen-
te los mecanismos principales por los que este hongO”varia, Es posible -~
que en este caso como ya explicamos asteriormente, si exista mutacibn, - -
mﬁxime cuando Christensen (1929) indica de H. sativum tienec un dptimo de -

temperatura para mutar entre 25 y 27°C.

Otra forma de explicar este fendmeno, es que debido a las al-
tas poblaciones del patdgeno exista recombinaciQn somética y cariética, ya
que este mecanisme segﬁn Buxton (1956} es el résponsabfe de 1a generacién
de nuevas razas fisiolSgicas de Fusanium oxysporum §ap pisi. También vat-
son y Luig citados por Day (1959), dicen que este mismo proceso es el res

ponsable de 1a variacién en royas.
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La recombinacidn somdtica o la anastomosis en H, qativum son
faciles de suscitarse, para dar un he;erocarionte,.pero para que esEe per-
manezca como tal es muy dificil y-sQlo se puede explicar mediante la re--
combinacibn parasexual, esclarecida por Pontecorvo en 1956, quien dice que
después de la heterocarfosfs, viene la multip]icacién’de nicleos diploides
junto con haploides, de tal manera que aunque en un nﬂmero muy bajo se pue
‘de formar un nicleo diploide heterocigbtico, en este, por accidente hay --
un entrecruzamientoA(;rossingvévefl de material genético, 1o cual da ori--

gen a nuevas combinaciones y con ello nuevas razas fisiolfgicas.

Graham, citado por Buxton (1960), sefiala que el conidio de H.
sativum es heterocariético y’por ello tiene gran capacidad de formar nue--
vas razas fisio]ﬁgicas. Hrushovetz's (1960) comparte esta idea, pero dice
que s6lo una c&lula es la que germina. Este reporte no estd bién fundamen
tado, ya que por todos es conocido que los conidios de f. sativum germina

por las células de los extremos.

Roane, citado por Buxton (1960), opina que el conidio de H. -
carnbonum no posee niicleos con distintos genotipos, porque este es origina-.
do de un solo niicleo -del conidiﬁforo, por éso aﬁnque germine por las dos -
células sus hifas son genéticamente jguales. Este también puede ser el ca

so de H. 5aixyah.

3.2.3. Reaccifn de algunas variedades que se comportaron como
resistentes,
.Leyva (1982) cbservo que Tas variedades Manker, Arivat y Mona
fueron ]igeramente sysceptibles a H. sativum. En el presente estudio se =

confirma lo expuesto por el citado autor en cuanto a 1a variedad Manker ya
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que fue tolerante a la mayoria de los grupos de patogenicidad encontrados
(Fig. 4). Pero las variedades Mona y Arivat solo fueron tolerantes a los
grupos patogénicos 17 y 1 y 17, respectivamente, mismos que se considera-

ron como grupos de patogenicidad Gnicos y los menos virulentos.

Fig. 4. Respuesta de la variedad Mona (Izquierda) y de la variedad Man--
ker (Derecha) a 20 aislamientos de H. sativum.

Es necesario hacer notar que 1a variedad Manker en el estudio
de Leyva (1982) presentd cierto grade de resistencia a H, &atdivum, H. gra-
mineum y H, Ztenes, comportamiento que sugiere que esta variedad posee re--
sistencia mdltiple, por 10 que es conveniente seguir estudiando su compor-

tamiento tanto a &ste como a otros patfgenos.
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El mismq qupgr repqr@a a la Yariedad gerrq Prie;q como suscep
tible, sin embargo, en el presente estudio se comportd como tolerante a un
nimero mayor de grupos patogénicos que la misma variedad Manker (Cuadro 8).
Esto sugiere seguir estudiando a esta variedad, mas a@n cuando sabemos que

también es utilizada para forraje.

Los grupos que ocuparon el sggundo Tugar en patogenicidad fue
ron el 2 y el 11. La var{edad Manker fue tolerante al grupo 2 y suscepti-
ble al grupo 11, pero la variedad Cerro Prieto fué susceptible al grupo 2
y tolerante al grupo 11 (Cuadro 8). Estas dos variedades fueron suscepti-

bles al grupo de patogenicidad mds virulento.

3.3. Variabiﬁn‘jg;gjgrg_y patogénici?de los subcultivos mono-
conidiales 2 y 13.

La variacién en caracféristicas culturales de los aislamien--
tos desarrollados en P.D.A. fue;nula en el caso de la cepa 2 (Cuadro 9), -
‘pero en la cepa 13 el subcultivo 13.3. produjo una colonia de color grisa-
ceo. (Cuadro 9). Cuando se midieron las caracteristicas de patogenicidad -
en la viriedad Porvenir, todos fueron virulentos a excepcion de el 13.3. -
al cual dicho cultivar se comports como tolerante (Cuadro 2). Esto indica
. que en 1a F, hubo variacidn en patogenicidad. En-este caso estuvieron co-
rrelacionados el color més claro con el de la colonia bajo grado de patoge
nicidad. AQUT sucedid lo contrario a lo especificado por Pond (1952), por
que é] enc@ntr§ que un aislamiento de micelio claro y comidios de fuego --

fué mucho nds agresivo que las razas comunes de micelio megro.
!

/- Como es que se presentd esta variacidn a partir de un solo -

conidio. Existen muchas maneras; una es la que indica Graham al mencionar
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que la espora mu];inuc]eada sea he#erpcari@tica y las célu]as que germi--
nan. den origen a hifas genéticamente distintas,"y por To tanto de patege
nicidad diferente. Otra forma serfa de que el conidio haya resultado de
un conidiéforo dependiente de una hifa heterocafiﬁtica, la que a su vez,
se generd por anastomosis, taI y como 1o indican Pontecorvo (1956) para
Aspergilus nigex y Buxton (1960) pari Fusarium oxysporum ﬂ.ap‘ pisi; se -
deduce que hubo Qnicamente heterocariesis porque al parecer en esta gene-
racion aiin no sucedia el intercambio genético, 1o cual se explica en los

resultados de la siguiente generacién.

Una Qltima forma de entender la variabilidad mencionada es que -
aunque el conidio se haya formado a partir de un solo nﬁcTeo del conidid-
foro, tal y como lo indica Roane (citado por Buxton 1960) para H. carbo--
num, los dos tubos‘germinativos,genétfcamente iguales, durante su desarro-
110 pueden mutar (Christensen, 1929), mds aidn cuando se sabe que este fe--
némeno se presenta en H. sativum entre 25 y 27°C con mucha frecuencia; de
esa manera, al ocurrir‘]a;anastomosis, (Fig. 3 del Apéndice) luego la hete
rocariosis y enseguida el cruzamiento genético, o una inversién cromosémi-
ca, puede originarse una nueva raza fisiol6gica; asi como se presenta en -

A. nigen y F. oxysporum §. 8p. pisd segiin. Pontecorvo. (1956) y Buxton (1956).

3;4. Variacién in vitro y patogénica de los subsubcultivos monoco-
nidiales 2 y 13. | |
"De los 10 subcu]fivos mencionados se hicieron otros 5 subcultivos
de.caqé uno, obteniéndose 50 subsubcultivos. E1 Cuadro 3 del Apéndice nos
muestra la éfan variaciﬁn en caracteristicas culturales en P.D.A, de los -

50 suhsubcultivos; también en ese mismo Cuadro se resumen 1a reaccion pato
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‘ génica de cada uno en Ta yariedad Pq}yenir. qu subsubcu]tiyos 2.3.4,, -
2.4.3. y 13.3.5. fueron muy poco yirulentos ante.dicho cultivar, todos los
demas fueron de patogénicos a muy patpgénicos‘ También se pudo notar que

la cepa 13 presentd varfacién en la Fy, en cambio 1a cepa 2 varid hasta la
Fy. La variacion en 1a F, de el aislamiento 13 se mantuvo, al menos en un

subsubcultivo, en Ta F4 (Cuadro 4 del Apéndice).

Ante estos resultados se puede decir lo siguiente: En el inciso -
anterfor se indica que en la F, y para el caso de el subcultivo 13.3., po-
siblemente haya existido heterocariosis, ya que si se hubiera presentado - ’
el intercambio genético sefialado por (Pontecorvo, 1956) o la inversién cro
mosémica que reporta(éuXton, 1956), los 5 subcultives del 13.3, es decir;
13.3.1,, 13.3.2., 13.3.3., 13.3.4. y 13.3.5., hubiesen conservado la misma
coloracidn y ese bajo poder patogénico que se manifest§ en F,; pero como -
Qnicamente el subsubcultivo 13.3.3. mostr§ dichas caracteristicas, en este,
si se presentS la recombinacién parasexual y en los restantes s6lo hubo --

una asociacidn temporal.

E1 aisTamiento 2 en la Fy produjo 2 subsubcultivos de coloracidn -
més clara y patogenicidad también reducida, en cambio el aislamiento 13 se
manifest6 &e.estq misma manera en 1a F,. -Aqui-se confirma lo reportado -
por Stakman y Christensen (1953) quienes dicen que cada raza tiene diferen

te grado de mutar y formar heterocariontes.

Buxton (1956) indica que los heterocariontes, no aumentan su pato-
genicidad pero tampoco permanzcen constantes. En caso de que este haya si-
do el mecanismo de variacién de H., sativum, se confirma tal aseveracion. -

Por otro lado, Stakman y Chr-stensen (1953) opinan que H. sativum produce
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muchos mutantes pero poco pategénicos. Esto @1timo sucedif en el presen-

te trabajo con lo cual se-apoya lo citado por los autores mencionados.

Analizando nuevamente el Cuadro 4 del apéndice obseryamos que el
didmetro de la colonia y el nimero de zonas no estd relacionado con 1a pa-
~ togenicidad del subsubcultivo, pero todas las colonias que resultaron me-

nos virulentas tuvieron un color mis c1aro.(gris o blanco).

Del examen de estos G1timos datos se deriva que H. sativum desarro
1lado en P.D.A. y plantas de cebada pfesenta'variaciﬁn-de-generacién a ge-
neracion. Esta variacidn en este.céso fué con pérdida de virulencia, no -
obstante estas pruebas preliminares no son demasiado contundentes para de-
cir que siempre sea asf.

Cuadro 9. Caracteristicas culturales en P.D.A, y patogenicidad de los sub
cultivos 2 y 13 en la variedad Porvenir.

“Diametro de la Color de 1a Zonado 6 Reaccidn de la Varie

Subcu]tivos_ ~colonia en.cm. ~ colonia bandeado dad Porvenir.
2.1 8.1 © negro . 0 S
2.2 8.0 negro 0 S
2.3 7.7 negro 0 S
2.4 8.0 negro 0 S
2.5 7.9 negro Q S
13.1 8.3 negro 0 S
13.2 8.1 ~gris-pardo a S
13.3 8.0 gris -0 T
13.4, 8.2 negro Q S
13.5 hegro 0 :
Simbologia: '
S = Susceptible
T = Tolerante
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3.5. Variabilidad por.mutaciﬁn.
Se indicd con anterioridad que la Tuz u1travio]eta es un agente -

mutagénico y por ello tamb{én puede causar variacf@n, Los resultadps ob-
tenidos en esta prueba y que se anotan en el Cuad-o 10,indican que ni en
caracteristicas culturales en P.D.A,, ni en patogenicidad hubo variacidn
del hongo. La no reaccién a la luz ultravioleta se debe probablemente a
que el efecto se manifieste en generaciones posterfores. Al respecto ---
Buxton (1960) sefiala que la mutacidn en hongos imperfectos se .expresa ra-
pidamente, a menos de que haya epistasis en el proceso 0 mecanismo, 0 - -
bién intervencion de otros factores, tal situaciﬁn.pudo haber ocurrido --
aqui. También el mismo autor sefiala que F. oxysporum f§.sp. pisd sometido
a luz ultravioleta no cambié-SU'virUIencia, sino que permanecidé igual; por
To tanto, no es raro que también suceda en'H, sativum.

Cuadro 10. Caracteristicas culturales en P.D.A. del aislamiento 8 expues-

to a 1a luz ultravioleta y su patogenicidad en la variedad - -
Porvenir.

Tiempo a 1a Di&metro de Color de Bandeado

Tratamiento luz Uv  en la colonia la 0 Patogenicidad
, min. (cm) . . .colonia ... .zonado
8.1 0 6.8 negro 0 s
8.2 1 6.2 negro Q S
8.3 3 5.4 negro .0 S
8.4 5 6.0 negro 0 S

S = Susceptible.
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4. Viabilidad de los conidios de H. sativum,

Las pruebas de patogenicidad.realizadas con los aislamientos 2 y 13
que permanecieron en la intemperfe.en frascos de vidrie por 2 meses, de-
muestran que .el hongo bajo esas condiciones no perdl6 patogenicidad. -
Estos resultados confirman 1o expuesto por Christensen (1926}, quien re-
porta que los conidios permanecen por bastante tiempo en el suelo sfn --

perder su viabilidad y patogenicidad.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos se concluye que:

1.

En todas las dreas muestreadas se presentaron plantas de cebada afecta—
das por Hefminthosponium sativum, 1o cual pudo confirmarse por sintoma-

tologfa y caracteristicas morfoldgicas del hongo.

. E1 cebadal mis dafiado por el hongo fué el de la Hacienda Zoapila.

Con las técnicas disponibles hasta la fecha, no fué posible obhtener 1a
fase asc6gena de #. sativum, probablemente porque el ndmero de aisla--
mientos fué reducido, o porque en México s61o se encuentra un grupo de

patogenicidad. .

. En P.D.A. los aislamientos del hongo mostraron diferencias muy marcadas

con respecto a ciertas caracteristicas, como aspecto de 1a colonia, co-

-lor, crecimiento, etc.

.’La reaccibn patolégica de las 10 variedades de cebada inoculadas indi-

ca que la poblacidn de H. sativum en la Meseta Central estd compuesta

por varios grupos con Eg;ogenlcidad diferente.

. E1 grupo mds patogénico de todos los estudios fué el de Tlacatecpan, -

Méx., y el menos virulento fué el de San Martin, Chapingo, Méx.

. Las variedades que fueron tolerantes a 1a mayoria de los aislamientos

fueron 1a Cerro Prieto y Maiker.

. Entre el cultivo original YElos subcultivos de la primera y segunda ge

3
neracién se observaron difeiencias patogénicas y fenotipicas.
. } . N
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9. La exposicidn de luz ultravioleta por 1, 3y 5 minutos no indujo varia
ci6n en ninguna de las caracteristicas del hongo.

10, La intemperizacifn por 9 meses de Tos conidios del hongo, en fraécos -

con agua destilada, no afecté su viabilidad y patogenicidad.
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Fig. 1. Variacidn morfol6gica de H. sativum en P.D.A. E1 niimero en la
caja corresponde a cada uno de los siguientes aislamientos: Del
1 al 5 corresponden a S.M. Atenco, del 6 al 11 a las muestras -
colectadas en la Carretera Apizaco-Tlaxco.
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Fig. 2. Variacién morfolégica de otros 11 de H. sativum en P.D.A. Tlos -
cuales corresponden, del 12 al 21, a los aislamientos de Tlaca--
tecpan y el 22 a Santa Ménica.
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Fig. 3. Anastomosis de hifa's de Fusardium oxysporum seglin Buxton, (1954).
En"Horsfall J.C. and H.E. Dimond. 1960. Plant Pathology. Vol. II
Academic Press, N.Y. U.S.A, p. 367
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Cuadro 1. Medio de cultivo de Sach-Agar (Tuite, 1969).

Ingredientes
Nitrato de calcio 1.0 g.
Fosfato dibdsico de potasio 0.25 g.
Sulfato de magnesio 0.25 g.
Cloruro férrico Trazas
Carbonato de calcio 4.0 g.
Agar 20.0 g.
Agua 1000 ml.

Preparacion:

Con 1a ayuda‘de la balanza analitica se pesaron las cantidades indi-
cadas para cada reactivo; posteriormente, en un matraz de 1000 cc se colo
caron 500 m1 de agua destilada. E1 matraz se colocd en un agitador elec-
tronico y se fué adicionando poco a poco los reactivos y por G1timo el --
agar. Se aford a un litro y se esteriliz6 a 15 1b de presidn por 15 minu

tos.

Con el propdsito de tener un pH dcido en dicho medio, se agregaron

gotas de dcido.1dctico hasta obtener un pH de 5 en la Tectura del poten-
i
ciometro. ‘
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Cuadro 2. Caracteristicas culturales en P.D.A. de los primeros 20 aisla-
mientos de H. sativum.

Aislamiento Didmetro | ) | Color Bandea&o}

1 4.7 Negro 5

| 2 3.5 Negro 1

3 6.4 Negro L* 4

4 6.3 Verde 5

5 4.7 Negro 6

6 5;9 Negro 6

7 4.7 Verde _ 0

8 5.1 Verde 0

9 5.5 Negro L 2

10 5.2 Verde 0
11 4.6 Negro 0

12 4.6 Negro L 0

13 2.7 Gris 0

14 .6 Negro L 6

© 15 5.2 Negro L 0
16 3.6 Claro 0

17 2.1 Negro I 2

18 2.4 : Negro I 2

19 3.5 | Blanco 0

20 4.7 % Palido 0

21 5.6 % Verde 5
22 4.5 f Negro 0

*L = Ligero f
I = Intenso i
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Cuadro 3 . Caracteristicas culturales en P.D.A. y patogenicidad de los -
cultivos 2 y 13 de la 2a. generacién en la variedad Porvenir.

Subsubcuttivos Didmetro de Color de 1la ‘Bandeado Reaccidn de
de las cepas la colonia colonia 0 zonado la variedad
2 y 13 " (cm) ‘ Porvenir
2.1.1. no creci6 no crecié no creci6
2.1.2. 4.4 negro 0 S
2.1.3. 4.7 negro ‘ 0 S
2.1.4. 5.3 negro 0 S
2.1.5. 5.7 negro 4 S
2.2.1. 6.8 gris-negro 6 S
2.2.2. 4.7 verde obscuro 6 S
2.2.3. 7.4 negro 5 S
2.2.4. 4 gris<negro 5 S
2.2.5. 4.4 negro 3 -~ S
2.3.1. 3.9 gris-negro 3 S
2.3.2. 7.3 negro 3 S
2.3.3. 5.2 gris-negro- 4 S
2.3.4. 8.2 gris-negro 4 T
2.3.5. 4.5 negro 0 S
2.4.1. 7.8 negro 4 S
2.4.2. 7.9 negro 4 S
2.4.3. 5.6 blanco 2 T
2.4.4. 4.5 negro 0 S
2.4.5. 7.8 negro 3 S
2.5.1. 4- negro-gris 3 S
2.5.2. 7.5 negro 3 S
2.5.3. 3.6 blanco negro 4 S
2.5.4. i4.5 gris-negro 3 S
2.5.5. 3.7 negro 0 S
13.1.1. {6.5 negro 3 S
13.1.2. ,7.5 negro griséceo 6 S
13.1.3. 14,7 negro 0 S
13.1.4. 34.5 negro 0 S
13.1.5. N: negro 0 S
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Continuacion Cuadro 3.

Subsubcultivos Didmetro de Color de la Bandeado Reaccidn de
de las cepas la colonia colonia 0 zonado la variedad
2 y 13 (cm) Porvenir

13.2.1. 5.8 negro 9 S
13.2.2. 4.5 negro 0 S
13.2.3. -5 negro grisdceo 2 S
13.2.4. 6.5 gris 4 S
13.2.5. 5.8 gris 4 S
13.3.1. 3.6 negro 0 S
'13.3.2. 3.8 negro 2 S
13.3.3. 4 negro 0 S
13.3.4. 4.2 gris-negro 2 S

13.3.5. 4.4 gris-negro 3 S -
13.4.1. 3.6 negro 2 S
13.4.2. 2.8 negro 3 S
13.4.3. 6.8 negro 5 S
13.4.4. 3.3 negro 0 S
13.4.5, 3.3 negro 4 S
13.5.1. 4.5 verde-obscuro 6 S
13.5.2. 6.4 negro 5 S
13.5.3. 6.8 negro 4 S

13.5.4. 6.4 negro 7 S
8.5.5. 6.8 negro 4 S

S = Susceptible

T =

Tolerante






