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INCIDENCIA DE Fusarium spp. En Trigo (Triticum aestivum L.) PROCEDENTE DE LOS
VALLES ALTOS DE MEXICO.
INCIDENCE OF Fusarium spp. IN WHEAT (Triticum aestivum L.) FROM THE HIGH
LANDS OF MEXICO

M. K. Moedano-Mariano'y S. G.Leyva-Mir’

RESUMEN

La fusariosis de la espiga de los cereales de grano
pequefio, el tizon de plantulas y pudricion del pie de los
cereales son enfermedades importantes en el mundo,
ocasiona pérdidas severas en rendimiento de grano y
merman la calidad industrial, los granos enfermos
pueden contener micotoxinas dafiinas para el ser
humano y los animales. Se sabe que el agente causal es
Fusarium, pero hace falta conocer que especies atacan el
grano de trigo en México; por lo que el objetivo del
trabajo fue, cuantificar la incidencia de Fusarium spp.
entre las zonas productoras de los Valles Altos de
Meéxico, utilizando las variedades Rebeca F2000 y
Tlaxcala F2000, se aislo a Fusarium spp. de semilla de
trigo de los ciclos Primavera-Verano (P/V) 2010 y 2011
de un muestreo al azar y se identificaron las especies a
través de técnicas moleculares y microscopia electronica
de barrido. Los resultados permitieron identificar a cinco
especies, la mas frecuente fue F. avenaceum 12% para
2010 y 14.6% para 2011, F. graminearum 7.8% y 8.9%
respectivamente, F. verticillioides 6.8% y 2.9%, F.
solani 0.3% y 2.1% y F. nivale solo se present6 en 2010
1%. La variedad mas susceptible a Fusarium spp. fue
Rebeca F2000. Las técnicas moleculares (PCR)
confirmaron las especies de F. avenaceum y F. solani
con base en la banda de 556 pb y 561 pb
respectivamente y la amplificacion de la region interna
del genoma ITS (ITS4 e ITSS). La presencia y
diseminacion de Fusarium spp. estd relacionada con las
condiciones ambientales y la condicion genética del
material vegetal; lo cual puede estar relacionado con los
resultados de este trabajo.

Palabras clave: Fusarium spp., micotoxinas, calidad,
rendimiento.
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ABSTRACT

Fusarium head blight of small grain cereals, seedling
blight and foot rot of cereals are important diseases in
the world that cause stringent losses of grain yield and
diminish its industrial quality, kernels infected may
contain mycotoxins that are harmful to humans and
animals. It is known that the causal agent of this
diseases is Fusarium, but it is still unknown which
species attack the kernel of wheat in Mexico, for that
reason, the objective of this research was to quantify the
incidence of Fusarium spp. between the production
areas of the highlands of Mexico; therefore, wheat seeds
of the varieties Rebeca F2000 and F2000 Tlaxcala that
were harvested during the Spring-Summer cycles (P / V)
2010 and 2011 were randomly sampled, then Fusarium
spp. was isolated, likewise the species of Fusarium were
identified through molecular techniques and scanning
electron microscopy (SEM). The results allowed to
identify five species, in 2010 and 2011, respectively, the
most frequent species were F. avenaceum 12% and
14.6%, F. graminearum 7.8% and 8.9%, F.
verticillioides 6.8% and 2.9%), F. solani 0.3% and
2.1%) and F. nivale that only occurred in 2010 1%.The
most susceptible variety to Fusarium spp. was Rebeca
F2000. Through molecular techniques (PCR), based on
the band of 556 bp and 561 bp (respectively) and the
amplification of the internal region of the genome ITS
(ITS-4 and ITS-5) the species of F. avenaceum and F.
solani were confirmed. The presence and dissemination
of Fusarium spp. is related to the environmental
conditions and to the genetic condition of the plant
material, which may be related to the results of this
work.

Keywords: Fusarium spp., mycotoxins, quality, yield.



I. INTRODUCCION

El trigo es un cultivo universal y de los pocos que se han dispersado por todo el mundo. Pertenece
al género Triticum que se origind en las tierras fértiles de la Mesopotamia. Se origin6 cuando dos
especies diploides se cruzaron de forma natural para dar origen a una especie tetraploide, en la
actualidad incluye al trigo duro (Triticum turgidum). El trigo tetraploide se cruz6 con un zacate
diploide (7. tauschii), considerado como maleza en muchas areas trigueras, que dio origen al trigo

harinero haxapoide (77iticum aestivum L.) (Villasenor y Espitia, 2000).

Todas las especies de trigo pertenecen al género Triticum de la tribu Triticaea (Hordeae) de la
subfamilia Festucoideae y la familia Gramineae. El trigo de igual forma que otras especies de
zacates presentan una estructura basica de raiz, tallos, hojas e inflorescencias. Las flores se
encuentran protegidas por escamas o bracteas y agrupadas en estructuras muy caracteristicas
conocidas como espiguillas. En el caso especifico del trigo, las espiguillas se encuentran
directamente insertadas a un tallo central conocido como raquis que forma la cabeza o espiga
(Villasenor y Espitia, 2000). El cultivo constituye una fuente de alimento nutritiva, conveniente y
econdmica. Proporciona cerca del 20 % de los requerimientos caléricos alimentarios del mundo y
constituye el producto principal para casi el 40 % de la poblacion mundial. El promedio mundial en
el consumo de trigo para el 2008 fue de 95 kg, cifra que confirma que este grano es el segundo de
mayor consumo en el mundo, antecedido solo por el maiz. La participacion de México en el
consumo internacional de trigo representd para este afio el 1 % del total mundial, ubicandose en el
lugar 19 en consumo; asi mismo, a nivel per cépita, los mexicanos consumieron en promedio 56 kg
por habitante, cifras que muestran que aunque no es uno de los principales consumidores a nivel
internacional, el grano si es de especial importancia en el consumo (Caballero, 2008). En México,
el trigo harinero se utiliza en la elaboracion de panes, tortilla, galletas y reposteria (Pefia et al.,

2008).

T. aestivum L.es una especie de gran importancia debido a que tiene un rango amplio de adaptacion
y un gran consumo en muchos paises. En México es uno de los cereales de mayor relevancia, por
los niveles de produccion alcanzados; constituye una fuente importante de ingresos, debido a que
genera empleos durante su proceso de produccion y comercializacion. En el mundo se siembra en

122 paises. La produccion mundial es superior a los 650 millones de toneladas. Los cinco



principales paises productores de trigo en el mundo son: China, India, E.U.A., Rusia y Francia

(FAOSTAT, 2011; Pena et al., 2006; Pingali, 1999).

En nuestro pais se cultiva en mas de 20 estados. Sin embargo, el 60 % de la produccion se
concentra en el noroeste. En el ciclo otofio-invierno (O-I) bajo condiciones de riego, representa
aproximadamente el 60 % de total nacional y agrupa a los estados de Baja California, Sonora y

Sinaloa, Guanajuato, Jalisco y Michoacan (SIAP, 2012; Pena et al., 2006).

EI resto se produce en regiones del centro y el altiplano, en el ciclo Primavera-Verano (P-V) en
condiciones de temporal. La produccion de temporal es importante porque se localiza cerca de la
zona de proceso de molienda y panificacion industrial, hecho que permite reducir costos de
transportacion, que son elevados cuando el trigo se traslada de sitios lejanos (Villasenor y Espitia,

2000).

La produccion de trigo para el ciclo P-V del 2012 fue de 184 mil toneladas obtenidas a partir de
una superficie de 86 mil hectareas y con rendimientos de 2.17 toneladas por hectarea. Esta
produccion se concentra en 28 municipios que producen 72 % del trigo nacional del ciclo P-V. Los
principales estados productores son Tlaxcala, Estado de México, Oaxaca, Guanajuato, Jalisco,

Zacatecas, Puebla, Durango, Michoacan, Morelos e Hidalgo (SIAP, 2011).

Entre las limitantes de la produccion del trigo de temporal se encuentran las enfermedades foliares
y del grano, las cuales son muy variables, pues dependen de factores como la condicidon genética de
las variedades cultivadas, estado de desarrollo de la planta, temperatura, humedad ambiental,
practicas culturales y los cambios de clima, generalmente de frio a huimedo en condiciones de
temporal en las partes altas y lluviosas de los Valles Altos de México (México, Puebla, Tlaxcala e
Hidalgo) y Michoacén y Jalisco. El complejo de enfermedades ocasiona pérdidas severas en
rendimiento de grano y merman la calidad industrial en variedades susceptibles (Prandini et al.,

2009; Leyva y Gonzalez, 2000; Wiese, 1987).

La semilla es el principal insumo para la produccion de cultivos. Cuando la semilla se utiliza en la
siembra, los patdgenos transmitidos por via pueden causar enfermedades o la muerte de las plantas,
lo cual provoca pérdidas. Si las semillas se utilizan como fuente de alimentos, los organismos

transmitidos pueden producir cambios quimicos, deterioro importante en el contenido de la semilla,



o liberacion de toxinas, con efectos potenciales en los seres humanos y el ganado, lo cual provoca

desperdicio de alimentos o hambruna (Prandini ef al. 2009; Chiarappa y Gambogi, 1986).

Las zonas trigueras de temporal de México se han reportado cuatro especies de Fusarium: F.
graminearum, F. avenaceum, F. nivale, F. equiseti (Gilchrist at al., 2005; Ireta M., 1994). Sin
embargo, en diferentes estudios realizados para identificar el organismo causal, se han aislado e
identificado hasta 18 especies de Fusarium. El género Fusarium es uno de los hongos mas
abundantes en la produccion de micotoxinas, especialmente cuando ataca cereales como el maiz,
trigo, arroz y sorgo (Kvas, et al.2009; Goswami, ef al. 2005; Walg, 1988). Aunque se sabe que el
agente causal es Fusarium, hace falta conocer qué especies atacan el grano de trigo, lo que lleva a

plantear el presente trabajo con los siguientes objetivos:

II. OBJETIVOS

1. Cuantificar la incidencia de Fusarium spp. en las zonas productoras de la region centro en

las variedades Rebeca F2000 y Tlaxcala.
2. Aislar a Fusarium spp. de semilla de trigo de zonas de los Valles Altos de México en los

ciclos Primavera-Verano 2010 y 2011.

3. Identificar especies de Fusarium spp. a través de técnicas moleculares y microscopia

electronica de barrido.



II1. REVISION DE LITERATURA
3. 1. Enfermedades Fungosas del Trigo

Los hongos se distinguen de las plantas porque no tienen clorofila y, por consiguiente, carecen de
la capacidad de fotosintesis. En lugar de elaborar su propio alimento, los hongos absorben
nutrientes del tejido muerto o vivo de su hospedante. Los hongos se propagan en diversas formas:
semillas, suelo, viento, agua (lluvia, agua de riego), insectos, animales y el hombre. La infeccion
por hongos patoégenos depende de varios factores, se requieren de la presencia de agua libre en la
superficie de la planta hospedante, sensibilidad de la misma, densidad de indculo y temperatura
ambiente, ademds de otros factores del medio. Algunos hongos atacan s6lo a una especie
hospedante, pero otros atacan a amplio rango. Los sintomas y el desarrollo de la enfermedad
dependen de la interaccion entre el parasito y el hospedante; y pueden ser similares o distintos
segun los hongos involucrados y, en consecuencia, una identificacion categorica de éstos debe

basarse en su morfologia (Agrios, 2002; Presscot et al.,1986).
3.2. Enfermedades ocasionadas por Fusarium spp.

La rofia o tizon de la espiga del trigo fue reportada por primera vez en Inglaterra alrededor de 1884;
es importante en areas calidas y humedas (Dubin et al., 1996). Las dos enfermedades comunes de
los cereales causadas por Fusarium spp. son pudriciones de la raiz y rofa o fusariosis de la espiga.
La mayoria de las especies del género son hongos que habitan en el suelo y pueden ser parasitos
facultativos. La rofia se reconoce facilmente por la apariciéon de una o mas espiguillas prematuras
afectadas con tizon después de la floracion (Fernandez y Chen, 2005). Las espiguillas infectadas
presentan color paja palido, en contraste con el verde normal de las sanas. A medida que se
desarrolla el cultivo de trigo, se acumulan masas de conidios de color rosado palido a naranja en la
base de las espiguillas o a lo largo de los bordes de las glumas y lemas. Los granos infectados estan
chupados y no son viables; ademés que pueden contener micotoxinas nocivas para los humanos y
animales; causar caida y marchitez de plantulas, pudricioén de la corona, tizon de los nudos y de los
tallos, y pudricion del grano (Lawrence y Jeffrey, 2007, Xu et al., 2007; Goswami y Kistler, 2005;
Moreno, 1988; Zyllinsky, 1984).



Las especies del género Fusarium producen dos tipos de conidios que difieren en tamafio; algunas
especies producen esporas pequefias llamadas microconidios, y en otras estas estructuras estan
ausentes. Los microconidios son pequefos y carecen de caracteristicas ttiles para el diagndstico;
sin embargo, la presencia o ausencia de estos puede ser util para la identificacion de las especies.
Las esporas grandes, llamadas macroconidios, son producidas por todas las especies y tienen
caracteristicas morfologicas que son ttiles para su identificacion (Zyllinsky, 1984).La fusariosis de
la espiga se asocia a 18 organismos causales, que se producen en los cereales del mundo. Las
especies son Fusarium graminearum (Gibberella zeae), F. culmorum, F. avenaceum (G.
avenacea), F. poae y F.nivale (Monographella nivalis) (Gilchrist et al., 2005; Saharan et al., 2004;
Parry et al., 1995).

3.2.1. Micotoxinas de Fusarium

Las micotoxinas son un grupo heterogéneo de sustancias quimicas que tienen efectos negativos
agudos y/o croénicos sobre la salud de los animales y seres humanos. Pueden afectar numerosos
organos y sistemas, con particular importancia el higado, los rifiones y el sistema nervioso,
endocrino e inmunitario (Whitlow y Hagler, 2005). Varias de ellas estdn clasificadas como
carcindgenas o posibles carcinodgenicas para los seres humanos por el Centro Internacional de
Investigaciones sobre el Cancer, de modo que su toxicidad crénica en dosis bajas suscita
preocupacion mayor que la toxicidad aguda, ya que la exposicion a las mismas es amplia y su
poder carcinogeno elevado. Cualquier cosecha almacenada por varios dias es un blanco para el
crecimiento de estos hongos y la formacion de toxinas, las cuales pueden desarrollarse tanto en

areas tropicales como templadas (Gonzélez et al., 2005, Prandini et al., 2009).

Los géneros de hongos productores de micotoxinas importantes son Aspergillus, Fusarium y
Penicillium. Muchas especies de ellos producen micotoxinas, los mohos pueden crecer y las
micotoxinas producirse antes de la cosecha, el transporte, el procesamiento o el almacenamiento
(Prandini et al., 2009). Se han reportado cerca de 300 micotoxinas diferentes, pero solo alrededor
de 20 se encuentran en los alimentos o en concentraciones que pueden considerarse peligrosas para
los animales y personas que consuman estos alimentos. Las micotoxinas mas conocidas que tienen
relevancia desde el punto de vista de la salud son aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas, patulinas,

tricotecenos (nivalenol, deoxynivalenol y toxina T-2) y zearalenona (Gonzalez et al., 2005).



El crecimiento de hongos y la produccion de micotoxinas estan relacionados con estrés de la planta
provocada por factores ambientales como: condiciones climaticas extremas, dafios por insectos,
condiciones inadecuadas de almacenamiento y la fertilizacion incorrectas, los cuales predisponen a
las plantas a la contaminacidn por micotoxinas en el campo. Especies de Fusarium infestan el trigo
durante el periodo de floracion. Ademas de las pérdidas de rendimiento, estos hongos también
pueden sintetizar componentes toxicos (micotoxinas) en condiciones ambientales adecuadas,
poniendo asi en peligro la salud animal y humana (Prandini ef al., 2009; Xuet al., 2007; Whitlow y
Hagler, 2005; Ireta y Gilchrist, 1994); las toxinas reportadas son tricotecenos incluyendo
deoxinivalenol y el nivalenol, asi como la zearalenona y moniliformina, y presentan un rango de
toxicidad para los animales (Chandra et al., 2011; Desjardin, 2007; Xu et al., 2007; Leslie y
Summerell, 2006; Makoto, et al., 2006, Nicholson et al., 2004).

3.3. Gibberella zeae Schw (Fusarium graminearum Schwabe)
3.3.1. Importancia

La fusariosis de la espiga del trigo (F. graminearum Schwabe) fue descrita por primera vez en
1891 por Arthur en los Estados Unidos; posteriormente en 1902 se report6 en Japon. En México, se
observo en 1977 en el area del Altiplano de Jalisco. En la actualidad, se presenta en las regiones
calido-huimedas del mundo, como el Norte-Centro de Europa, Asia, y principalmente en China y
Japon, donde la enfermedad se reporta como endémica (Ireta y Gilchrist, 1994); en 2010 se reportd

en granos de trigo en Australia Occidental (Wright ef al., 2010).

Las aéreas productoras de trigo de temporal en México donde la incidencia de la rofia es muy alta
son la Sierra Tarasca en Michoacan, la region de los Altos y la Sierra del Tigre y Tapalpa en
Jalisco, el Valle de Toluca y Jicotepec, Estado de México, principalmente, con incidencias que van
de un 10 al 90%, seglin sea la susceptibilidad de la variedad y de las condiciones climatologicas

(Ireta y Gilchrist, 1994).

3.3.2. Sintomas

El lugar de ataque de F. graminearum son las espigas del trigo, particularmente los organos

florales, lo cual reduce la formacion y llenado de granos. El indculo principal estd constituido por



los macroconidios o ascosporas que son diseminadas por el viento y la lluvia. 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 coloracién obscura o negra.
En el campo las espiguillas infestadas por la fusariosis se encuentran en el tercio medio de la
espiga, debido que ahi es donde se inicia la antesis, si las condiciones ambientales son favorables,
la infeccién avanza hacia las espiguillas adyacentes y, en algunos casos, puede llagar a toda la

espiga incluyendo el raquis o pedunculo de la misma (Ireta y Gilchrist, 1994).

La rofa de la espiga provoca que los granos puedan quedar deshidratados y de peso bajo, ademas
de de ser cubiertos por el micelio del hongo y toman una apariencia de masa algodonosa de color
rosa, lo que reduce el rendimiento, la calidad y el valor alimenticio del grano (Prescott ef al., 1986;
Zillinsky ,1984). Ademas del dafio directo a la planta, los aislamientos de F. graminearum pueden
producir metabolitos secundarios como las zearalenonas, nivalenol y deoxinivalenol y fumonisinas,
que al ser ingeridas por humanos y animales en alimentos contaminados, les provocan efectos
toxicos (Magliano y Kikot, 2010; Nicholson et al., 2004; Marasas et al., 1984). Estudios realizados
por Yoshida y Nakajima (2010) reportan que los niveles altos de deoxinivalenol y nivalenol pueden

producirse 20 dias después de la antesis, incluso por la infeccién temprana.
3.3.3. Morfologia

Los macroconidios generalmente miden de 25 a 50 pm y el numero de septos va de 5 a 6, y suelen
ser muy diferentes. Se producen en masas de color naranja o amarillo, en la base de las espiguillas
o en las orillas de las glumas o lemas; éstos son hialinos, rectos 0 moderadamente curvada con la
superficie ventral recta y el lado dorsal suavemente arqueado y con frecuencia tienen una célula
apical alargada que se curva y adelgaza abruptamente hacia un punto y la morfologia de la célula
basal bien desarrollada la forma del pie. Los esporodoquios de color naranja palido, pero a menudo
raros o dificiles de encontrar. Los macroconidios en el esporodoquio suelen ser uniformes en forma
y tamafio. Cuando se presentan periodos prolongados de tiempo humedo y caliente durante la
cosecha, con frecuencia, se desarrollan peritecios superficiales sobre las espigas y paja infestadas

(Leslie y Summerell, 2006; Zillinsky, 1984).



3.3.4. Biologia y Epidemiologia

Los residuos de cultivo juegan un papel importante en la sobrevivencia de F. graminearum, pues
¢éste perdura en forma de micelio o peritecios inmaduros en las espiguillas infestadas del trigo o
restos de mazorcas de maiz, también sobre los rastrojo de maiz y trigo. Otra importante fuente de
indculo son los granos de trigo infestados que quedan en el suelo después de la cosecha. Las
practicas culturales son determinantes en la sobrevivencia del indculo primario, ya que al
incorporar el rastrojo se logra disminuir la viabilidad de este y, por consiguiente reducirlo (Ireta y

Gilchrist, 1994).

Las condiciones apropiadas para la produccion del indculo son humedad relativa elevada y una
temperatura ligeramente célida. La temperatura requerida para la formacion de macroconidios es
de 16°C a 36°C, con un 6ptimo de 32°C. La formacion de peritecios en campo se observa de cuatro
a cinco semanas después de las primeras infecciones, siempre y cuando las condiciones
ambientales se mantengan favorables. Se ha observado que las ascosporas se pueden producir con
temperaturas de 13°C a 33°C, con un 6ptimo de 25 a 28°C. La luz ultravioleta juega un papel
importante en la produccion de peritecios y ascosporas (Ireta y Gilchrist, 1994). El teleomorfo es
Gibberella zeae, este hongo es transmitido por semilla, pasa el invierno como micelio en residuos
infestados y como peritecios en avena, cebada, maiz, trigo y otros residuos enfermos del ciclo
anterior, las ascosporas producidas en peritecios, se difunden por el viento a las plantas
hospedantes, los conidios de Fusarium spp. son producidos a partir de micelio y también se

difunden por el viento (Desjardins, 2006; Leslie y Summerell, 2006; Nyvall, 1999).
3.3.5. Hospedantes

Los hospedantes comunes de F. graminearum, ademas del trigo, son cebada, avena, centeno, maiz,
alfalfa y el triticale. También se reportan que algunas gramineas silvestres, como Brachiaria
plantagia (LK.) Hitch., Pennisetum purpureum Chumach, Pennisetum clandestinum Chiov.,
Digiiaria sanguinalis Scap., Paspalum spp. Andropogon bicornis y Eryathus sp., son hospedantes

secundarios (Leslie y Summerell, 2006; Ireta y Gilchrist, 1994).



3.4. Gibberella avenaceaCook (Fusarium avenaceum (Fries) Saccardo)
3.4.1. Importancia

Esta especie causa pudriciones de la raiz, corona y la rofia. Se encuentra distribuida en una gran
diversidad de temperaturas (Zillinsky, 1984), y regiones templadas y en menor grado en zonas

tropicales (Warham et al., 1998). Es mas frecuente en climas frios y himedos (Wiese, 1987).

Producen micotoxinas dafiinas a los humanos y animales, pueden permanecer en los granos
almacenados varios afios. El estado teleomorfo Gibberella avenacea Cook, es una de las especies
importantes en el mundo, esta especie puede producir cantidades significativas de metabolitos
toxicos incluyendo moniliformina y enniatins (Bottalico, 1998.). Estudios realizados por Logrieco

et al., (2002) reportaron la produccién natural de beauvericina y enniatin.
3.4.2. Sintomas

Las infestaciones son frecuentes y graves en la antesis; los sintomas de “atizonamiento” se dan en
los tres dias posteriores, cuando las temperaturas varian entre 25 a 30°C y hay humedad relativa

constante (Parry et al., 1995; Wiese, 1987).
3.4.3. Morfologia

La tasa de crecimiento varia de lento a rapido. Fusarium avenaceum forma micelio abundante que
varia de color blanco a amarillo claro a rosa grisaceo. Cuando aparecen tonalidades naranja palido
a marron es indicid de que ya se formaron los esporodoquios en una masa de esporas en la region
central. El pigmento formado en el agar es de color rosa grisdceo a borgoiia, pero puede aparecer
de color marrén debido a la luz reflejada de la masa de esporas en el centro, la morfologia de la

colonia es variable (Leslie y Summerell, 2006; Wiese, 1987).

Los macroconidios son largos, delgados y ligeramente curvos de manera uniforme en toda su
longitud y con una célula apical alargada acabada en punta y una célula basal, dentada, aunque
algunas cepas pueden tener células basales en forma de pie (Leslie y Summerell, 2006; Wiese,
1987; Zillinsky, 1984). Miden de 50 a 80um, el numero de septos generalmente es de 5 a 6, pero se
pueden observar de 3 y 4 (Leslie y Summerell, 2006). Ocasionalmente se puede encontrar el estado

teleomorfico en las plantas infestadas (Zillinsky, 1984).



Microconidios de forma fusoide con 1 a 2 septos, pueden variar en tamafio y se presentan
generalmente solos. Las células conididogenas puede presentarse en monofialides o polifialides

(Leslie y Summerell, 2006).

3.4.4. Biologia y epidemiologia

El desarrollo de esta enfermedad se favorece por condiciones calidas y himedas durante y después
del espigamiento (Zillinsky, 1984). Los hongos se multiplican en el cereal infestado y en los
residuos de pasto en el suelo y contaminan la semilla (Wiese, 1987). Las ascosporas se producen al
final del cultivo por lo que no contribuyen en el indculo secundario, persistiendo en los residuos de
cosecha (Wiese, 1987). El inoculo de los residuos de cosecha y el que proviene del suelo pueden
provocar la marchitez de las plantulas y la pudricion del tallo. Las infecciones pueden causar
lesiones en la base del tallo, que afectan el funcionamiento vascular y provocar retraso en el
crecimiento (Nelson et al., 1981), las cuales pueden actuar como una fuente de indculo para la
infeccion de las espigas al momento de la floracion a través de la dispersion de esporas por
salpicaduras, lo que causa el tizoén de la espigas, cuando es grave provoca pérdidas considerables

del rendimiento y calidad de grano (Leslie y Summerell, 2006; Parry et al., 1995).
3.4.5. Hospedantes

Es cosmopolita, con respecto a la tolerancia climéatica, asi como los hospedantes, abarca las
legumbres, coniferas y claveles (Booth, 1971). Se encuentra con frecuencia en el grano, tallo y

rastrojo de varios cereales, incluido trigo y cebada (Leslie y Summerell, 2006).
3.5. Monographella nivalis Schaffn. (Fusarium nivale Ces. Ex Berl. y Vogl.)
3.5.1. Importancia

Cuando la enfermedad es grave, puede provocar la defoliacion completa, lo que deriva en un
desarrollo del granos escaso, provocando arrugamiento de los mismos y bajo peso hectolitico
(Santoyo y Quiroz, 2004; Presscot et al., 1986). Es un patdogeno importante en las zonas templadas

y frias (Leyva y Gonzalez, 2000; Zyllinsky, 1984).
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3.5.2. Sintomas

Las manchas causadas por este microorganismo se vuelven visibles en las hojas aproximadamente
a fines de la etapa de formacion de nudos e inicio del “embuchamiento” (Presscot et al., 1986). Las
lesiones jovenes se presentan como areas ovales o de forma irregular de color verde grisaceo
moteado; crecen rapidamente y se transforman en manchas ovales, de color café grisaceo con areas
centrales grises, localizadas generalmente donde se curva la hoja. En las lesiones viejas el tejido
foliar, se torna quebradizo y tiende a agrietarse o a doblarse (Zyllinsky, 1984). El hongo también
puede causar tizon de las plantulas, pudricion del pie, rofia de la espiga y en los cereales de

invierno, moho niveo rosado (Presscot et al., 1986; Parry, 1990).
3.5.3. Morfologia

De acuerdo con Warham et al. (1998), es una especie de identificacion facil que parasita los
cereales; los conidios son cortos, curvos, se adelgazan en sus extremos y las células pie no estan
bien marcadas; conidios hialinos, cortos, curvos, con un apice puntiagudo y achatado y base
cuneiforme; tienen de uno a tres septas y miden de 10-30 x 2-5 um pero con frecuencia presentan
una septa. Los peritecios se desarrollan rapido en las hojas y las vainas foliares infestadas durante o
después de la madurez, presentan ascosporas pequenas, hialinas, elipticas, curvadas irregularmente,
tienen de una a tres septas y miden de 10-18 um x 3.5 pm (Zyllinsky, 1984). Su teleomorfo es
Monographella nivalis (Schaftn.) E. Miiller (Warham et al., 1998).

3.5.4. Biologia y Epidemiologia

El hongo en verano se dispersa como indculo primario o secundario en residuos infestados, las
esporas se producen en restos de cultivos sobre la superficie del suelo o cerca del mismo y son
transportadas a las hojas por el viento o las salpicaduras de lluvia. El tiempo fresco y hiumedo

favorece el desarrollo de la enfermedad (Presscot et al., 1986; Zyllinsky, 1984).
3.5.5. Hospedantes

En general, la enfermedad afecta mas al trigo cristalino y triticale que al trigo harinero o el centeno;

la avena y la cebada parecen ser inmunes (Santoyo y Quiroz, 2004).
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3.6. Fusarium culmorum (W.G. Smith) Saccardo.
3.6.1. Importancia

Es un patdégeno que reporta pérdidas considerables de rendimiento en las zonas humedas. Las
espigas infestadas son portadoras de micotoxinas en el grano cosechado. La infestacion de las
espigas se produce durante la floracion y se favorece por el clima hiimedo y temperaturas célidas.
Las micotoxinas producidas por F. culmorum son deoxinivalenol, el nivalenol zearalenona y
fusarenone, que son un peligro potencial para la salud de los seres humanos y los animales
(Chandra et al., 2011;Wagacha y Muthomi, 2007). F. culmorum se asocia a una dermatitis en seres

humanos (Snijders et al., 1996).
3.6.2. Sintomas

Produce lesiones de color café¢ a marron rojizo, se pueden observar en la base de la hoja en las
plantulas o en el tallo, justo debajo de la superficie del suelo. Algunas plantas pueden tener estos

puntos en el mesocotilo cerca de la semilla (Hajieghrari, 2009; Nyvall, 1999).
3.6.3. Morfologia

La especie produce macroconidios cortos, gruesos o robustos, hialinos, curvos uniformemente, y
puntiagudos en su apice (Wiese, 1987); generalmente tienen de tres a cinco septas y miden de 30-
60 um x 4-7 pum, no se producen microconidios ni peritecios, las clamidosporas se desarrollan
eficientemente en el suelo y funcionan como mecanismo de supervivencia (Zillinsky, 1984). El
micelio es generalmente de color blanco, pero a menudo de color amarillo a marrén, crece
rapidamente produciendo abundantes esporodoquios en una gran masa de esporas central (1 a 2 cm
de diametro), que inicialmente es de color naranja palido, pero se forma marrén oscuro (Wagacha y

Muthomi, 2007; Leslie y Summerell, 2006).
3.6.4. Biologia y Epidemiologia

Esta especie sobrevive a condiciones extremas, tanto de sequia como de heladas que F.
graminearum (Zillinsky, 1984) y permanece en el suelo como clamidospora o como micelio en
residuos infestados (Nyvall, 1999); a diferencia de F. graminearum, F. culmorum se desconoce el
teleomorfo. Se produce esporas asexuales, que son la principal via de dispersion, el viento o la

lluvia que salpica a las espigas de trigo. Los conidios infestan las espigas durante un periodo de
12



susceptibilidad durante la antesis. El éxito de la infestacion depende de muchos factores, como las
condiciones climdticas, principalmente de temperatura, humedad, el nivel de resistencia de los
cultivares y la fertilizacion de nitrégeno, entre otros; sin embargo la humedad es el factor mas

importante (Wagacha y Muthomi, 2007).
3.6.5. Hospedantes

F. culmorum es un agente causal de enfermedades en los claveles, lupulo, puerros, el abeto de
Noruega y fresas, cereales como trigo y cebada y donde ocasiona en sorgo la reduccion de la

germinacion de semillas (Leslie y Summerell, 2006).
3.7. Gibberella moniliformis Wineland. (Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg)
3.7.1. Importancia

Las enfermedades causadas por F. verticillioides se encuentran distribuida en todo el mundo
(Agrios, 1998). Se reporta controversia sobre el nombre de este especie con F. moniliforme y F.
verticillioides. Este ultimo es el aceptado para nombrar esta especie. Generalmente se asocia con
maiz donde ocasiona la pudricion del tallo y podredumbre de la mazorca que se traducen en

pérdidas de rendimiento y calidad de grano (Leslie y Summerell, 2006).

Un dafio colateral son las toxinas que produce como las fumasinas (Fumonisin B1, fumonisin B2,
fumonisin B3) que son el grupo de micotoxinas mas importantes producidas por F.verticillioides;
algunas cepas pueden producir éstas en niveles altos; estudios reportados demuestran que una
amplia gama de efectos patoldgicos en animales (Leslie y Summerell, 2006; Whitlow y Hagler,
2005). Chandra ef al .(2011) encontraron que también produce moniliformina y tricoteceno. En

humanos son asociados con F. verticillioides en lesiones de la piel (Leslie y Summerell, 2006).
3.7.2. Sintomas

F. verticillioides, es un patdgeno que se encuentra en varias plantas causando dafios de raiz, tallo y
pudriciones que disminuyen el crecimiento de las plantulas (Booth, 1971). Provoca tizones en
plantulas de maiz y poco frecuente en trigo. Es comun la pudricion de la mazorca y el tallo en maiz

(Warham et al., 1998).
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3.7.3. Morfologia

La pigmentacion en el agar varia de nula a grisidcea o naranja a violeta gris, violeta oscuro o
magenta o casi negro. Los macroconidios son dificiles de encontrar, son hialinos, relativamente
largos, con paredes delgadas y su forma varia de curvos a casi rectos; tiene de tres a cinco septos,
la célula apical frecuentemente conica o en punta y la célula basal con muesca o en forma de pie
(Leslie y Summerell, 2006). Miden 25-60 por 2-4 um. Nunca hay clamidosporas en el micelio o los
conidios. Los peritecios se presentan rara vez y son esféricos y de color negro azulado, de 250-350
um de alto por 220-300 um de didmetro, las ascosporas son hialinas, rectas, en su mayoria con un

septoy midende 4 a7 x 12 a 17 um (Warham et al., 1998).

Los microconidios por lo general son hialinos, generalmente unicelulares, pero en ocasiones
bicelulares; miden de 5 a 12 x 1 a 3 pm, tienen forma oval o‘“garrote” y estan ligeramente
aplanados en cada extremo. Se forman a partir de monofialides, que pueden producirse en pares en

forma de “V” para dar una apariencia de "orejas de conejo" (Leslie y Summerell, 2006).
3.7.4. Biologia y Epidemiologia

Sobreviven en residuos de cosecha y en las semillas. Se propagan por el viento, lluvia, insectos y
transmision por semilla (Ooka y Kommedahl, 1977). La transmision por semilla se puede encontrar

en tejidos asintomaticas en toda la planta (Wilke et al., 2007).
3.7.5. Hospedantes

Este hongo se asocia con una gama amplia de enfermedades, F. verticillioides causa pudricion de
la parte superior de la cafia de azlcar, pudricion del pie en arroz y pudriciéon de la corona en

esparragos; puede infestar hasta 11 000 especies de plantas (Leslie y Summerell, 2006).

3.8. Haemanectria haematococca Berkeley & Broome. (Fusarium solani (Martius) Appel &

Wollenweber emend.Snyder & Hansen.)
3.8.1. Importancia

En 1979 la pudricion de raiz y tallo por Fusarium solani (Mart.) Sacc, llegd a ser importante en los
almacenes comerciales de papa en el Norte de Carolina y en general esta enfermedad fue
importante en el sur de los Estados Unidos. Hoy dia se sabe que hasta 1970 la enfermedad era
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endémica y en la actualidad se ha distribuido a muchas partes del mundo (Cook y Baker, 1983). Es
patdégeno de un gran ntimero de plantas, algunas de importancia econdmica incluyen aguacate,

frijol, citricos, cowpea, orquideas, pimientos, papa y calabaza. (Leslie y Summerell, 2006).
3.8.2. Sintomas

Las raices principales de las plantas jovenes muestran al inicio una mancha ligeramente rojiza, que
mas tarde adquiere una tonalidad que va de rojo oscuro a pardo y que se extiende hasta cubrir mas
o menos la raiz principal y la porcion del tallo que se encuentra por debajo de la superficie del
suelo, o bien aparece en forma de rayas que se extienden por arriba de ella. Por lo general, el
crecimiento de la planta se retarda y cuando el clima es seco las hojas pueden tornarse amarillas e

incluso desprenderse de la planta (Agrios, 2002).

Las pudriciones de la raiz y del tallo aumentan su severidad, cuando las plantas que estan expuestas
al patdogeno sufren agobio fisioldgico (stress) por temperaturas bajas, sequia intermitente o
excesiva cantidad de agua en el suelo, herbicidas, compactacion de la superficie del suelo debida a
las ruedas del tractor que limitan el crecimiento de las raices de las plantas (Agrios, 2002). En trigo

puede destruir la raiz y el tejido de la corona cuando la raiz estd débil (Hajieghrari, 2009).
3.8.3. Morfologia

El cultivo del hongo en medio de cultivo papa dextrosa agar es generalmente blanco, de aspecto
cremoso con micelio esparcido. Se producen a menudo esporodoquios y da color crema, azul o
verde. En muchos aislamientos no se producen los pigmentos aunque se pueden observar algunos

de color violeta o marron (Leslie y Summerell, 2006).

Los macroconidios son grandes y de forma ovalada, con célula apical y por lo general con una
muesca o un extremo redondeado, con 5 a 7 septos, se desarrollan después de cuatro a siete dias, en
un principio en forma simple pero més adelante en conidioforos cortos que pronto se unen para
formar esporodoquios. F. solani puede tener dos cepas tanto heterotalica y homotélica, a menudo
en dos formas morfologicas diferentes. Pueden medir de 35 a 55 x 4.5 045 a 100 x 5 a 8u. Su
estado sexual recibe el nombre de Haemanectria haematococca Berkeley & Broome (Leslie y

Summerell, 2006; Booth, 1971).

Los microconidios se desarrollan en aislamientos después de 2 a 3 dias, pueden ser ovales,
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elipsoides, reniformes y fusiformes con 0 6 1 a 2 veces segmentos. Se forman a partir de
conidioforos laterales que en un principio pueden ser fidlides laterales mas alargada que se
estrechan ligeramente hacia el 4pice, mas tarde forma microconidioforos que son alargados y
ramificados con baja densidad, llegando hasta 400um de largo (Leslie y Summerell, 2006; Booth,
1971).

Las clamidosporas, se forman rapidamente y en abundancia, puede ser globosas de forma ovalada y
pared lisa o rugosa, intercalares entre las hifas o terminales en las ramas laterales de las hifas,

generalmente solitarias o en pares, pero ocasionalmente en cadenas cortas.
3.8.4. Biologia y Epidemiologia.

El inicio de la enfermedad se favorece con una humedad elevada del suelo y temperatura de 22 a
32°C, tiene poca movilidad y se encuentre en suelos infestados en forma de clamisdosporas (Burke,
1968). Las condiciones nutricionales y exudados favorecen una germinacion rapida y abundante de
clamidosporas; los exudados de las semillas la estimulan en un 60% y los de hipocotilo en un 20%
(Cook y Snyder, 1965). El desarrollo de la pudricion es mayor cuando las plantas afectadas por F.
solani estan asociadas con nematodos como Pratylenchus penetrans o Meloidogyne spp. (Hutton et

al., 1973).

La diseminacion del patogeno estd asociada principalmente al agua sobre la superficie del suelo, y
ésta ocurre principalmente en forma de clamidosporas o conidios, o bien en implementos agricolas,
en la semilla es portado externamente en las particulas adheridas a la testa (Leyva y Gonzalez,

2000).
3.8.5. Hospedantes

F. solani tiene una distribucion cosmopolita, se considera un patdogeno con una gama amplia de

hospedantes y se reporta en el cultivo de trigo (Hajieghrari, 2009; Leslie y Summerell, 2006).
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3.9. Microscopia Electronica de Barrido

Microscopia Electronica de Barrido (MEB), es una técnica de visualizacién importante para el
estudio de los microorganismos. El procedimiento para la preparacion de las muestras para
microscopia electrénica de barrido, implica enjuagar superficies para eliminar los residuos, la
fijacion de la muestra con glutaldehido (Watson et al,1980), lavado con agua destilada, la
deshidratacion, el montaje de la muestra en un porta muestra de metal, y el recubrimiento de la
muestra con una capa delgada, eléctricamente conductora.Sin embargo, hay varios métodos de

preparacion de muestras para microscopia electronica de barrido (Bozzola y Lonnie, 1999).

Los parametros fundamentales que intervienen en las cualidades de una imagen de un microscopio
electronico de barrido son aumentos, resolucion, profundidad de foco, contraste y la relacion sefial
ruido. Los tipos de imagenes que se pueden obtener varian y dependen de las senales que se
producen por la interaccion entre los electrones y la muestra. Cuando un haz de electrones choca
con una muestra y penetra en ella. La profundidad a la que penetran los electrones es directamente
proporcional al numero atomico de los 4tomos que la constituyen. A medida que se produce la
penetracion, los electrones pierden su energia. E1 MEB es un aparato disefiado para que un haz fino
de electrones haga una exploracion sistematica de la muestra en observacion, produciendo asi
electrones secundarios que una vez recogidos por un detector son empleados como una seial a
partir de la cual se obtiene, en la pantalla de un tubo de rayos catddicos, una imagen tridimensional

aumentada de la superficie de la muestra (Ojeda, 1997).
3.10. Identificacion Molecular-Reaccion en Cadena Polimerasa (PCR)

El primer paso en el analisis de acidos nucleicos, es extraer el ADN a partir del hongo purificado.
La cantidad de ADN vy la calidad necesaria para el analisis lo determina el protocolo de extraccion
empleado. En general, los estudios que se basan en amplificaciones por PCR para el andlisis
necesitan relativamente poco ADN. Se desarrollaron algunos “primer” de PCR que pueden ser
utilizados para amplificar un fragmento especifico de una especie particular (Leslie y Summerell,
2006). Varios métodos de PCR se reportan recientemente para el analisis de Fusarium en cultivos

puros (Knoll et al., 2002).

Las técnicas moleculares basadas en el andlisis del ADN, son tutiles porque son especificos y

sensibles. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se desarrolld para detectar, identificar y
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clasificar patdogenos de plantas (Martin et al., 2000). Reaccion en Cadena de Polimerasa o PCR
(por sus siglas en inglés), fue desarrollada por el bioquimico estadounidense Kary Mullis entre
1983 y 1985, que pudo hacer posible sintetizar, en pocas horas, millones de copias de un gene o de
una region especifica de DNA, a partir de cualquier genoma. Para lograr una verdadera
amplificacion, la reaccion se somete a varios ciclos alternos de calentamiento y enfriamiento para
permitir el funcionamiento de la enzima de manera que el iniciador o “primer” sea utilizado para
sintetizar cadenas nuevas de DNA de manera exponencial. Esta propiedad permite desnaturalizar el
DNA de interés para ser polimerizado sin destruir la enzima, y asi se puede multiplicar
rapidamente el numero de copias de un fragmento especifico de DNA. Es posible aislar y
amplificar genes especificos, si se tiene la secuencia de un fragmento de DNA del propio gene o de

una seccion del DNA cercana al gene de interés (Bolivar et al., 2007; Prescontt et al., 2002).

El grupo de genes para las moléculas de ARN ribosomales 18°S, 5.8'S y 28’S se considera que son
conservados entre los organismos eucariontes y normalmente se emplean como marcadores
moleculares. El polimorfismo en la longitud del ADN vy la variacioén en la secuencia de las bases
pueden utilizarse para agrupar organismos de acuerdo con su origen y relacion evolutiva. La
identificacion de secuencias de ADN desconocidas también puede realizarse comparandolas con
bases de datos de secuencias de nucledtidos de taxones conocidos. Varias copias del ADN
ribosomal (ADNr) se encuentran en el genoma eurocariota, facilitando la amplificacion de
pequefias muestras de ADN. El ADNr también contiene espaciadores entre las regiones
codificantes conocidos como espaciadores internos de transcripcion (ITS) que presentan secuencias
de bases menos conservadas y que pueden utilizarse para la diferenciacion entre especies
relacionadas o para evaluar divergencias genéticas intraespecificas (Pfenning y Magalhaes, 2012;

Turner et al., 1998).
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IV. MATERIALES Y METODOS

Se realizé un muestreo durante los ciclos Primavera-Verano 2010 y 2011 donde se extrajeron un
aproximado de 200 semillas al azar, en las parcelas de trigo de temporal en los Valles Altos de

México, de las variedades Rebeca F2000 y Tlaxcala F2000 del programa de trigo INIFAP.
4.1. Localidades Primavera-Verano 2010/2011
4.1.1. Santa Lucia, Edo. México

Se localiza en el Estado de México, su ubicacion geografica es 19° 27’ latitud norte y 98° 53’
longitud oeste, a una altitud de 2260 msnm. El clima que presenta es del tipo C (w0) (w) b (i’) g, el
cual se define como templado subhimedo, con una precipitacion media anual de 636.5 mm,
régimen de lluvias en verano, temperatura media anual de 15.2 °C, poca oscilacion térmica (INEGI

2013; Garcia, 1988).
4.1.2. Chapingo, Texcoco, Edo. México

Se localiza en el Estado de México en el municipio de Texcoco, su ubicacion geografica es 19° 29'
de latitud norte, 98° 53' longitud oeste, a una altitud de 2250 msnm. Con un clima semifrio

subhtimedo con lluvias en verano, presenta una precipitacion entre los 500 a 700 mm, su

temperatura 6 a 16 °C (INEGI 2013; SNM, 2013).
4.1.3. Coatepec, Edo. México

Se localiza en el Estado de México en el municipio de Ixtapaluca su ubicacion geografica es 19°
19 latitud norte y 98° 53" longitud oeste, a una altitud 2320 msnm, con una precipitaciéon media
anual de 660 mm, su temperatura media anual de 15.1 °C, maxima de 33 °C y minima de 8 °C

(SNM, 2013; Garcia, 1988).
4.1.4. Juchitepec, Edo. México

Se localiza al sureste del Estado de México, su ubicacion geografica entre los paralelos 19° 01’ y
19° 11° de latitud norte; los meridianos 98° 48’ y 98° 59’ de longitud oeste, situdndose a una altitud

entre 2680 msnm. Presenta un clima Templado subhiimedo con lluvias en verano, con una
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precipitacion media anual de 800 a 1100 mm, con temperaturas de 10 a 16 °C (INEGI, 2013; SNM,
2013).

4.1.5. Francisco Madero, Nanacamilpa, Tlaxcala

Se localiza en el estado de Tlaxcala en el municipio de Nanacamilpa de Mariano Arista, su
ubicacion geografica es 19° 31  latitud norte y 98° 29" longitud oeste, a una altitud de 2650 msnm,
presenta clima tipo C (w), que se clasifica como templado subhiimedo con lluvias en verano,
temperatura media anual de 14.4 °C, con una precipitacion media anual de 600 a 700 mm (INEGI,

2013).
4.1.6. Nanacamilpa, Tlaxcala

Se localiza al poniente del estado de Tlaxcala en el municipio de Nanacamilpa de Mariano Arista,
su ubicacidon geogréfica es 19° 29  latitud norte y 98° 33" longitud oeste, a una altitud de 2811
msnm, presenta clima tipo C (w), que se clasifica como templado subhiimedo con lluvias en
verano, temperatura media anual de 14.4 °C, con una precipitacion media anual de 700 a 800 mm

(INEGI, 2013).
4.1.7. Francisco Villa, Xaltocan, Tlaxcala

Se localiza en el Estado de Tlaxcala en el municipio de Xaltocan. El sitio se ubica a 2,533 msnm en
los 19° 36’ latitud norte y 98° 28’ latitud oeste. Prevalece el clima templado subhtimedo con lluvias
en verano, de mayor humedad (87 %) con temperatura que van desde los 12 a 16 °C. La

precipitacion media anual de 700-900 mm (INEGI, 2013).
4.1.8. Terrenate, Tlaxcala

Se localiza al noreste del estado de Tlaxcala, su ubicacion geografica entre los paralelos 19° 25° y
19° 33’ de latitud norte; los meridianos 97° 51° y 98° 02’ de longitud oeste; a una altitud de 2680
msnm; presenta un clima templado subhumedo con lluvias en verano, con temperatura entre 10 a

14 °C, con precipitacion media anual entre 600-800 mm (INEGI, 2013).
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4.1.9. Texcal, Cuyoaco, Puebla

Se localiza en el municipio de Cuyoaco del estado de Puebla entre los paralelos 19° 28” y 19° 43’
de latitud norte; los meridianos 97° 28’ y 97° 43’ de longitud oeste; a una altitud de 2560 msnm.
Con un rango de temperatura entre los 10 a 16 °C, con una precipitacion media anual de 600 a 900

mm, con un clima templado subhumedo con lluvias en verano de mayor humedad (INEGI, 2013).
4.1.10. Tenango del Aire, Edo. México

Se localiza en el Estado de México entre los paralelos 19°07" y 19°11" de latitud norte; los
meridianos 98°50y 98°55°de longitud oeste; a una altitud de 2440 msnm. Con un rango de
temperatura entre los 12 a 16 °C, con una precipitacion media anual de 700 a 900 mm, con un

clima templado subhumedo con lluvias en verano (INEGI, 2013).
4.1.11. Jilotepec, Edo. México

Se localiza en el Estado de México Entre los paralelos 19° 51° y 20° 11’ de latitud norte; los
meridianos 99° 25’ y 99° 44’ de longitud oeste; a una altitud de 2520 msnm. Con un rango de
temperatura entre los 10 a 16 °C, con una precipitacion media anual de 600 a 1000 mm, con un

clima templado subhumedo con lluvias en verano (INEGI, 2013).

4.2. Variedades Utilizadas

4.2.1. Rebeca F2000

Es una variedad de trigo harinero que se obtuvo que a través del Programa Cooperativo de
Mejoramiento Genético entre el INIFAP y CIMMYT; la linea se evalu6 por el INIFAP de 1996-
2000 en 13 estados de la republica en 90 pruebas diferentes. Sus tallos son resistentes al acame, por
lo que se puede someter a manejos intensivos en densidad de siembra y fertilizacion para lograr
rendimientos altos; su espigamiento es uniforme y sus espigas maduras son de color amarillo claro,
laxas y erectas; su grano es mediano, de color &mbar a rojo claro y consistencia media dura. Bajo la
incidencia natural de las enfermedades que se registraron durante su evaluacion, esta variedad

mostrd inmunidad de roya del tallo (Puccinia graminis f.sp. tritici) y de roya amarilla (P.
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striiformis f.sp. tritici), de moderada resistencia a moderada susceptibilidad a roya de la hoja (P.
triticina) 'y moderada resistencia a tizon foliar (Cochliobolus sativus), mancha bronceada
(Pyrenophora tritici-repentis), mancha foliar (Septoria tritici), tizon de la gluma (S. nodorum),
mancha de la hoja (Fusarium nivale) y rofia de la espiga (F. graminearum) (Villasefior et al,

2000a).

4.2.2. Tlaxcala F2000

Es una variedad de trigo harinero que se obtuvo por recombinacidon genética y seleccion en el
Programa de Mejoramiento Genético de Trigo para Temporal del Campo Experimental Valle de
Meéxico (CEVAMEX); posee tallos tolerantes al acame, lo que le permite someterla a un manejo
medio intensivo en el suministro de semilla y fertilizante nitrogenado para lograr alta
productividad; es de espigamiento desuniforme y sus espigas al madurar son de color amarillo
claro, laxas y de posicion ligeramente curvada; su grano es de tamafio mediano, de color rojo
oscuro y de consistencia dura. Es una variedad inmune a roya del tallo (Puccinia graminis),
moderadamente resistente a roya de la hoja (P. recondita) y roya amarilla (P. striiformis) y
tolerante a las enfermedades conocidas como tizon foliar (Cochliobolus sativus), mancha
bronceada (Pyrenophora tritici-repentis), mancha foliar (Septoria tritici), mancha de la hoja
(Fusarium nivale), tizon de la gluma (S. nodorum) y rofia de la espiga (F. graminearum)

(Villasenor et al, 2000b).

4.3. Aislamiento de Fusarium spp.
4.3.1. Método Freezing Blotter

Tratamiento previd: se remojaron las semillas durante tres minutos en una solucion al 3% de
hipoclorito de sodio para evitar la presencia de bacterias y posteriormente se enjuagd con agua

destilada (Warham et al., 1998 ).

Posteriormente: se colocaron los granos de trigo separados por espacios uniformes con ayuda de
una plantilla, en una caja transparente como camara himeda (Figura 1a), para 80 granos de trigo.
Se sellaron las cajas con plastico y se incubaron a 20 °C durante 48 horas alternando luz blanca y

luz oscura con intervalos de 12 horas. Posteriormente se colocaron las cajas en el congelador a
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temperatura de -15 a -20 °C durante 24 horas. Finalmente se dejaron a 20 °C durante 10 dias

(Warham et al.,1998).

Figura 1. a) Granos de trigo en cajas transparentes; b) esporulacion de los hongos; c) aislamiento

del hongo en nuevas cajas de PDA; d) conservacion del hongo en tubos con PDA vy aceite.

4.3.2. Aislamiento y purificacion

Cuando las semillas lograron esporular, se obtuvieron los aislados de mayor porcentaje de
incidencia que fueron de Fusarium spp (Figura 1b). Se transfirieron a medio de cultivo PDA para
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posteriormente transferirse a medio de cultivo agua agar y realizar la purificacion a través de la
técnica de punta de hifa (Figura 1c). Los aislados puros se incrementaron y también se conservaron

en tubos con medio de cultivo PDA y aceite mineral (Figura 1d).
4.4. Caracterizacion Morfologica

Los aislamientos desarrollados en cajas de Petri sobre medio de cultivo AA y PDA se
caracterizaron considerando las siguientes. Tasa de crecimiento, pigmentacion y aspecto del
micelio aéreo. Los aislados destinados a microscopia electronica de barrido se cultivaron en cajas
de Petri con medio AA. De la morfologia se tomaron encuentra, el tamafio de los macroconidios,
presencia-ausencia y tamafio y forma de microconidios asi como la presencia de clamidosporas.
Para la identificacion a especies Fusarium, se basé en las claves taxonémicas de Booth (1971),

Nelson ef al. (1983) y Leslie y Summerell (2006).

4.4.1. Microscopia electronica de barrido

Se cortaron fragmentos de las cajas petri con agua-agar de los aislamientos de 18 dias de
crecimiento de 6 x 6 mm para la observacion de las estructuras de hongos, las muestras se fijaron
en glutaraldehido 2.5 % en amortiguador de fosfatos Sorensen’s 0.1M pH 7.2, durante 12 horas.
(Figura 2a); después se realizaron tres lavados seriados con amortiguador de fosfatos antes
mencionado, cinco minutos en cada cambio. Las muestras se deshidrataron en una serie de etanoles
graduales (30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 % 80 % 90 %) por 45 minutos en cada concentracion y se
repitio tres veces en una concentracion de alcohol al 100 % por 20 min. Las muestras se secaron
(Figura 2b) en una secadora de punto critico (Sandri-780A®), se colocaron y orientaron sobre
portamuestras usando una cinta de doble adhesion de carbon (Figura 2¢) y se recubrieron con oro
durante cuatro minutos en una ionizadora (Ion Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat) (Figura 2d y
2e¢).Las muestras se observaron y fotografiaron en un Microscopio Electronico de Barrido (JEOL
JSM 6390) (Figura 2f) operando a 15 Kv (Bozzola y Russel, 1999). Se consideraron 100 medidas

de macroconidios y microconidios; células apicales y basales, asi como tamafio de clamidosporas.
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Figura 2. a) Muestras en glutaraldehido 2.5 % en amortiguador de fosfatos Sorensen’s; b)

recipientes donde se secaron las muestras; c) colocacion sobre portamuestras usando una cinta de
doble adhesion de carbon; d) recubrimiento con oro durante 4 minutos en una ionizadora (Ion
Sputter JFC-1100, Jeol, Fine Coat); e) muestras con recubrimiento de oro; f) microscopio

Electrénico de Barrido (JEOL JSM 6390).
4.5. Caracterizacion Molecular

Dos cepas diferentes fueron consideradas para ser identificadas a través de técnicas moleculares.
Las pruebas moleculares mediante la técnica de PCR se realizaron en el Laboratorio de Virus
Fitopatdgenos del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma Chapingo

(Figura 3a).
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4.5.1. Protocolo de Extraccion del ADN

De cada cepa con crecimiento micelial se tom6 una muestra de Fusarium spp., se transfirié a un
tubo eppendorf (Figura 3b), se maceré con una punta (Figura 3c), y se adiciond 250uL de buffer
AP y después a un volumen de 750uL de buffer AP, luego las muestras fueron incubadas a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se centrifugd un minuto a 12000rpm. Se retird el
sobrenadante para colocarlo en un nuevo tubo eppendorf, al que se le adicion6 fenol-cloroformo
(v/v) para limpiar la muestra, sometiéndolos a centrifugacion por tres min a 12000rpm y se
recuperd la fase acuosa, nuevamente se agregd fenol-cloroformo, se centrifugd por 3 min a
12000rpm y se recupero la fase acuosa. Se precipito con S00uL de Isopropanol y 50uL de Acetato
de amonio (10 M) y se centrifugd por 10 min a 12 000rpm. Se tir6 el sobrenadante para solo
conservar la pastilla que se formo. Se lavé la pastilla con 50uL de etanol al 70 % y se centrifugd
por tres minutos a 12000rpm y se tir6 el etanol, y nuevamente se repiti6 el paso anterior para lavar
la pastilla. Finalmente, se colocaron los tubos eppendorf boca abajo en un papel filtro para dejar
secar la pastilla y posteriormente se re-suspendieron en 50ul. de H2O libre de nucleasas. La
calidad y concentracion del ADN se verificO mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Las

muestras fueron conservadas en refrigeracion a -20°C hasta su uso.

4.5.2. Determinacion de calidad de DNA.

La preparacion del gel de agarosa se realizo al 0.1 % (0.3 gramos de agarosa en 30mL de solucion
buffer TAE al 1X). Esta solucion se mezcld y se coloco en el horno de microondas
aproximadamente 25 segundos ¢ una solucion homogénea. En la cdmara de electroforesis se colocd
una gota de bromuro de etidio y después se vacid la agarosa, se homogenizd, se dejo solidificar el
gel por 10 a 15 minutos, se retiraron los peines y los bordes y se colocé la solucion buffer TAE al
1X en la camara hasta cubrir el gel. Las muestras de ADN se cargaron en los espacios, mezclando
3ul de colorante naranja y Sul de la muestra, colocando posteriormente la tapa de la cdmara de
electroforesis, y se corri6 el gel a 90V por 35 minutos, una vez que termino este proceso se retird el
gel de la camara y se colocd bajo la luz ultravioleta en el revelador de geles Gel doc-it ® Imagen

system (Figura 3d, e).
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C1000" Thermal Cycler

Figura 3. a) Material para extraccion de ADN; b) micelio del hongo colocado en tubos eppendorf
para su extraccion de AND; c¢) macerado hongo para su extraccion de DNA; d) corrida de
electroforesis en gel de agarosa al 1%; e) revelador de geles Gel doc-it ® Imagen system; f)

amplificacion del ADN mediante PCR termociclador Biorad C-1000 ® Termal cycler
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4.5.3. Amplificacion del ADN por PCR

Todas las muestras de ADN fueron amplificadas por duplicado. Cada reaccion fue llevada a cabo
en un volumen final de 25ul. Los aislamientos de Fusarium spp., los primers ITS4 e ITS5 fueron
empleados para el procedimiento ya que se reportaron como iniciadores universales de las regiones
internas ITS4 e ITSS5, ubicadas en los genes ribosomales (rDNA) localizadas entre la subunidad
pequenia 18S - 5.8S y la subunidad larga 5.8S - 28S, que fueron amplificados con la combinacion
de  iniciadores  ITS5  (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") / ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"). La amplificacion se realizé de acuerdo a los protocolos de
Ahrens y Seemiiller (1992) con la siguiente combinacion de agua estéril ionizada (11.7uL),
solucién amortiguadora Buffer 1X (5uL), MgCI2 a 1.5 mM (1.5uL), dNTP's a 200 uM (0.5uL),
Taq DNA-polimerasa 2 unidades (0.3uL), iniciadores ITS4 e ITS5 a 20 pM (2uL) por cada uno y
muestra de ADN a una 2pL. La reaccion de amplificacion se realizo en un termociclador Biorad C-
1000 ® Termal cycler (Figura 3f), con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 5 min por 30 ciclos, alineamiento y extension a 95 °C por 1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C

por 1 min y una extension final a 72 °C por 12 min (Figura 4) (While ef al., 1990).

El producto se purificé con el método y reactivos de Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). Los productos de PCR resultantes fueron visualizados en geles de agarosa al 1%
tefiidos con bromuro de etidio. La electroforesis se corri6 durante 45min a 95V. Los marcadores
moleculares utilizados para determinar el peso molecular de las bandas fueron de 100pb

(Invitrogen).

Figura 4. Proceso de amplificacion del ADN en el termociclador.
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4.5.4. Purificacion de ADN por Centrifugacion

4.5.4.1. Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

Se agregd un volumen 10pl de Membrane Binding Solution al producto de PCR y se insertaron las
minicolumnas en los tubos colectores y se transfirid el producto de PCR a la minicolumna de
ensamble y se incub6 a temperatura ambiente durante un minuto. Posteriormente se centrifugd a
16000rpm durante un minuto y se deseché el liquido de los tubos colectores. Para el lavado se
afiadio 700ul de Membrane Wash Solution y se centrifugé a 16000rpm durante un minuto. Se
desecho el filtrado y se volvid a insertar la minicolumna en el tubo de coleccion. Se volvio a
realizar el lavado pero ahora con 500pul soluciéon de Membrane Wash y se centrifugé a 16000rpm
durante cinco minutos. Para la elusion, cuidadosamente se transfirié la microcolumna a un tubo de
microcentrifuga de 1.5ml limpio y se centrifugd durante un minuto con la tapa de Ia
microcentrifuga abierta, para permitir la evaporacion de cualquier residuo de etanol. Se afiadié 50ul
de agua libre de nucleasas a la minicolumna y se dejé incubar a temperatura ambiente durante un
minuto y posteriormente se centrifugar a 16000rpm durante un minuto. Se desechd la minicolumna

y se almaceno el ADN a -20 °C.

4.6. Secuenciacion

El producto de PCR se secuencid en el Instituto de Biotecnologia, UNAM, en la Unidad de Sintesis
y Secuenciacion de ADN. Las secuencias fueron comparadas usando la herramienta blast en NCBI.
La mayor similitud de las secuencias del banco fueron utilizados para la identificacion. Las

secuencias obtenidas de los cultivos estaban alineadas.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Incidencia de Fusarium spp.

En el ciclo P/V 2010 la incidencia de Fusarium spp. en granos de trigo reportd niveles elevados en
la variedad Rebeca F2000. Las localidades de Francisco 1. Madero, Coatepec y Juchitepec,
alcanzaron porcentajes de 45.8, 41.7 y33.3%, respectivamente. La variedad Tlaxcala F2000 obtuvo
porcentajes menores en la mayoria de las localidades, sin embargo la de Francisco 1. Madero

obtuvo 41.7% (Cuadro 1 y Figura 5).

Cuadro 1. Incidencia de Fusarium spp. en las localidades de los Valles altos de México durante los
ciclos de produccion Primavera-Verano de 2010 y 2011, asi como las condiciones de precipitacion

y temperaturas dominantes para las regiones de estudio.

Incidencia % Incidencia % Condiciones ambientales
Localidad Rebeca F2000 Tlaxcala F2000
2010 2011 2010 2011 Precipitacion (mm) Temperatura °C
2010 2011

Santa Lucia 20.8 41.7 29.2 20.8 360 417 16.2
Chapingo 20.8 12.5 20.8 29.2 341 392 16.5
Coatepec 41.7 20.8 16.7 12.5 540 405 15.9
Juchitepec 33.3 45.8 37.5 45.8 623 689 14.1
Francisco L. 45.8 - 41.7 - 562 -- 14.4
Madero

Nanacamilpa 16.7 29.2 20.8 20.8 590 610 13.8
Francisco Villa 25.0 - 25.0 - 460 -- 14.3
Terrenate 29.2 - 16.7 - 479 - 13.8
Texcal - 41.7 - 20.8 -- 497 14.7
Tenango del Aire - 33.3 - 25.0 - 560 15.0
Jilotepec - 20.8 - 29.2 -- 514 16.4

Durante el ciclo P/V 2011, los granos de la variedad Rebeca F2000 también presentaron
porcentajes mayores en las localidades de Juchitepec, Santa Lucia, Texcal, Coatepec, Tenango del
Aire y Nanacamilpa (Cuadro 1 y Figura 6). La presencia y diseminacion de Fusarium spp. esta
relacionada con las condiciones ambientales y la susceptibilidad del material vegetal, lo que resalta
en este trabajo (Cuadro 1). La variedad Tlaxcala F2000 report6 valores mayores de Fusarium spp.
en las localidades de Juchitepec, Jilotepec y Chapingo, con porcentajes de 45.8 y 29.2 en las dos
ultimas. Las dos variedades presentaron porcentajes similares de incidencia en la localidad de

Juchitepec (45.8 %) evento que esté relacionado con los valores elevados de precipitacion que van
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de 800 a 1100mm (Cuadro 1), siendo la localidad con mayor humedad lo que condiciona de

manera ideal el desarrollo de Fusarium spp. en las semillas.
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Figura 5. Frecuencia de hongos encontrados en las variedades de trigo Rebeca F2000 y Tlaxcala F2000
durante el ciclo P/V 2010.

50 o as W TLAXCALA F2000
45 — — REBECA F2000

- . .
=
< 40 H
&
[=7
@ 35 - 333
§ 29.2 29.2
-: 30 -
g 25.0
g 25 - - -
E 20.8 20.8 20.8 20.8
2 20
S
Z - - - - - - - -
Z 15 1z
=
S 10 - » » u » » » » »
Z
L

5 . - - - - - - - -

O -

COATEPEC CHAPINGO SANTA LUCIA NANACAMILPA TEXCAL JUCHITEPEC TENANGO DEL JILOTEPEC

AIRE

Figura 6. Frecuencia de hongos encontrados en las variedades de trigo Rebeca F2000 y Tlaxcala F2000
durante el ciclo P/V 2011.
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5.2. Caracterizacion Morfologica

De las muestras provenientes de las diferentes localidades de los ciclos 2010 y 2011 se obtuvieron
64 aislamientos de Fusarium spp., pertenecientes a las siguientes cinco especies: F. avenaceum, F.
graminearum, F. verticilloides, F.nivale y F. solani, de acuerdo a la caracterizacion morfologica.
Los asilados cultivadas en medio PDA desarrollaron una pigmentacion y tipo de micelio aéreo que

se describe en el Cuadro2; asi como las medidas obtenidas por microscopia electronica de barrido

(Cuadro 3).

Cuadro2. Caracteristicas de las colonias de aislamientos de Fusarium spp. desarrolladas en medio

de cultivo papa dextrosa agar.

F. avenaceum
F. graminearum
F. verticilloides
F.nivale

F. solani

Crecimiento
Répido
Répido
Lento

Lento

Répido

Pigmentacion

Micelio

Blanco a rosa, con superficie rosa a marron Algodonoso

Rosado a purpura en ambos lados

Rosado a purpura en ambos lados

Reverso purpura, superficie blanca

Blanco, superficie de rosa a marron

Algodonoso
Algodonoso
Algodonoso

Algodonoso

Cuadro3. Dimensiones de macroconidios, microconidios y clamidosporas, sobre medio de cultivo

agua agar.

Macroconidios | Microconidios | Clamidosporas
(pm) (pm) (pm)
F. avenaceum 33.30 x220 | 1341 | x1.80 | 598 | x6.34
F. solani Ausentes 9.59 | x3.75 | 5.64 | x5.86
F. graminearum | 30.36 x2.38 Ausentes Ausentes
F. verticilloides 16.10 x 2.20 7.62 | x1.95 Ausentes
F.nivale Conidios 5.85x 1.35 Ausentes
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5.2.1. Fusarium avenaceum

Los sintomas en los granos de trigo causados por F .avenaceum fueron arrugamiento y pérdida de
peso (Figura 7a). La tasa de crecimiento del hongo en PDA fue rapida, formé abundante micelio
que vari6 de blanco a rosado y paso a un naranja palido a marrén después de 20 dias (Figura 7b, 7¢
y 7d). Los macroconidios fueron largos, delgados y méas o menos curvos de manera uniforme y con
una célula apical alargada acabada en punta y una célula basal por lo general dentada, de tamafio de
33.3 x 2.2 um (Figura 8a), el numero de septos generalmente fue de cinco, pero se observaron de
tres y cuatro (Figura 8b y c); los microconidios de uno a dos septos con una media de 13.41 x
1.8um (Figura 8d); se observaron clamidosporas con una media de 5.98 x 6.34um (Figura 8f). De
las células conididgenas se presentaron monofialides (Figura 8e). Las caracteristicas obtenidas
coinciden por las reportadas por Leslie y Summerell (2006), Warhamet al.(1998) y Zillinsky(1984),

para la especie Fusarium avenaceum.

Figura 7. a) Sintomas de granos de trigo; b) crecimiento de la colonia de F. aveneceum en los
granos de trigo; c) crecimiento de la colonia en PDA, micelio algodonoso; d) superficie de la
colonia en PDA; e) micelio y macroconidios; f) macroconidios rectos.
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Figura 8. a) Aislado de F. aveneceumen medio de cultivo AA; b y ¢) macroconidios de 4 y 5 septos
adheridos al micelio; d) microconidio de 2 septos; €) monofialide; f) clamidosporas intercalares, y
en cadena.




5.2.2. Fusarium graminearum

Granos de trigo chupados y de bajo peso fueron frecuentes en aquellos donde se obtuvo a F.
graminearum, ademés de adquirir una coloracion blanquecina (Figura 9a y b).Los aislados
presentaron una coloracion de rosado a purpura en ambos lados (Figura 9c y d).Los macroconidios
obtuvieron una media de 30.36 x 2.38umy el nimero de septos fue de cinco a seis (Figura 9e y f),
rectos o moderadamente curvos con la superficie ventral recta y el lado dorsal suavemente
arqueado y con frecuencia tienen una célula apical alargada que se curva y adelgaza abruptamente
hacia un punto y la morfologia de la célula basal bien desarrollada en la forma del pie (Figura 10a.
b,c y d). Todas las caracteristicas coinciden con las descritas por Leslie y Summerell (2006) y

Zillinsky (1984) para la especie F. graminearum.

Figura 9. a) Sintomas de granos de trigo; b) desarrollo de la colonia de F. graminearum en de
granos de trigo; c¢) crecimiento del micelio aered de la colonia en PDA, micelio algodonoso
rosaceo-violeta; d) superficie de la colonia en PDA; ) macroconidios, célula basal en forma de pie;
f) macroconidios de varias formas y de 5-6 septos.
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Figura 10. a) Macroconidio de F. graminearum con célula basal en forma de pie; b, c y d)
macroconidios de cuatro y cinco septos ligeramente curvos, célula apical en punta y célula basal en
forma de pie.
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5.2.3. Fusarium verticilloides

La pigmentacion en el medio PDA vari6, desde un micelio blanquecino algodonoso a rosaceo-
violeta y los granos se observaron chupados y descoloridos (Figura 1la, b, ¢ y d). Los
macroconidios fueron escasos, lo que coincide con de sefalado por Leslie y Summerell (2006)
quienes aseveran que su desarrollo es poco comun; sin embargo los pocos encontrados tuvieron las
mediciones de 16.10 x2.20um (Figura 12. a y b). No se observaron clamidosporas lo cual coincide
con lo reportado por Warham etz al.(1998). Se observaron abundantes microconidios (Figura 11. ey
f), generalmente unicelulares, pero en ocasiones bicelulares, con medias de 7.62 x 1.95um, con
forma oval o de “garrote” y ligeramente aplanados en cada extremo (Figura 12c, d y e), que se
formaron a partir monofialides y se observaron en pares en forma de “V” para dar una apariencia
de “orejas de conejo” Figura 12 f). Leslie y Summerell (2006) encontraron caracteristicas similares

a las de este trabajo para la especie Fusarium verticilloides.

Figura 11. a) Sintomas en granos de trigo; b) crecimiento de la colonia de F. verticilloides en los
granos de trigo; c) crecimiento aéreo de la colonia en PDA, micelio algodonoso blanquecino a
rosaceo; d) superficie de la colonia en PDA, color violeta; e y f) microconidios
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Figura 12. a y b) Macroconidios y microconidios de F. verticilloides; c) microconidios
unicelulares; d) microconidos adheridos al micelio; €) microconidios a partir de monifialides en
forma de “V”’; f) monofialides en forma de “V”.




5.2.4. Fusarium nivale

El micelio que se desarrolld sobre los granos infestados fue de color blanquecino a rosado. Los
aislados presentaron en la superficie una coloracion purpura y al reverso el micelio algodonoso
blanquecino (Figura 13 a, b ¢ y d); estas caracteristicas obtenidas de la especie coinciden con las
descritas por Warham et al. (1998); los conidios se apreciaron cortos (Figura 13 e y f) curvos y se
adelgazan en sus extremos, las células del pie no se apreciaron marcadas y midieron5.85 x 1.35um

(Figura 14. a, b, cy d).
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Figura 13. a) Sintomas de granos de trigo; b) crecimiento de la colonia de F. nivale en los granos
de trigo; c¢) crecimiento de la colonia en PDA, micelio algodonoso blanquecino-rosado; d)
superficie de la colonia en PDA, de color rosaceo a violeta; e y f) conidios.
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Figura 14. a, b, ¢ y d) Conidios de F. nivale cortos y curvos, se adelgazan en sus extremos de
diversos tamafos.
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5.2.5. Fusarium solani

En los medios de cultivo PDA el hongo presentd un micelio algodonoso con coloracion de blanco a
cremoso (Figura 15b, ¢ y d) y los granos se observaron de bajo peso y descoloridos (Figura 15a).
Se observaron microconidios de diversas formas ovales, elipsoides, reniformes y fusiformes con
una a dos septos con medidas de 9.59 x 3.74um (Figura 16a, b y c¢). No se observaron
macroconidios. Las clamidosporas (Figura 15¢ y f) se formaron rapidamente y en abundancia,
globosas de forma ovalada y pared lisa o rugosa, intercalares entre las hifas o terminales en las
ramas laterales de las mismas, generalmente se presentaron solas o en parejas, y ocasionalmente en
cadenas cortas (Figura 16d, e y f). Todas las caracteristicas coinciden con las reportadas por Leslie

y Summerell (2006) y Booth (1971) para la especie F. solani.

Figura 15. a) Sintomas de granos de trigo; b) crecimiento de la colonia de F. solani; ¢) crecimiento
de la colonia en PDA, micelio algodonoso; d) superficie de la colonia en PDA; e) microconidios
con dos septos y clamidosporas; f) clamidosporas en cadenas cortas.

41



15kV  X6,500  2pm

Figura 16. a) Microconidios de F.solani; b) microconidios de dos y tres septos; ¢) monofialides. d)
clamidospora terminal en las ramas laterales de las hifas; e) clamidosporas en cadena; y f)
clamidospora en parejas.




5.3. Caracterizacion Molecular

Se realizaron pruebas moleculares para confirmar las especies F. avenaceum 'y F. solani.

5.3.1. Secuenciacion de F. avenaceum y F. solani

En la extraccion de ADN se obtuvieron resultados aceptables, el producto de extraccion mostrd
buena cantidad e integridad por las bandas, con un buen contenido de ADN (Figura 17a). Con los
iniciadores ITS 4/ ITS 5 se obtuvo el producto PCR con una banda de 600 pb visualizado mediante
electroforesis, utilizando un marcador molecular (M.M) de 100pb (Figura 17b), (While, 1998). Los
resultados obtenidos de la secuenciacion fueron comparados usando el banco de genes del Centro
Nacional para la Informacién de la Biotecnologia de Estados Unidos (NCBI) donde se obtuvo para
F. avenaceum una identidad del 99% con una cobertura del 98% para un resultado de 558pb; para

F. solani una de identidad 98% y una cobertura 98 % con 561pb.

Figura 17. a) Electroforesis de extraccion de AND (-) negativo, (+) positivo, (F13) DNA muestra
F. avenaceum, (F15) DNA muestra F. solani; b) Electroforesis de producto de PCR (M.M)
marcador molecular.
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5.3.1.1. Secuencia de ADN de F. avenaceum

TTGTCGTACGMGGAGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCTTA
ATGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCGCCCCGTAAAACGGGACGGCCCGCCAGAGGACCCA
AACTCTAATGTTTCTTATTGTAACTTCTGAGTAAAACAAACAAATAAATCAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCTGGTATTCCGGCGGGCA
TGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCTCGGGTTTGGTGTTGGGGATCGGCICT
GCCTTCTGGCGGIGCCGCCCCCGAAATACATTGGCGGTCTCGCTGCAGCCTCCATTGCGTA
GTAGCTAACACCTCGCAACTGGAACGCGGCGCGGCCATGCCGTAAAACCCCAACTTCTGAA
TGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAGCCGGRAGGAAA

5.3.1.2. Secuencia de ADN de F. solani

TAGCTCGGCGGAGGGACATTACCGAGTCTAAACAACTCATCAACCCTGTGAACATACC
TAAAACGTTGCYTCGGCGGGAACAGACGGCCCCGTGAAACGGGCCGCCCCCGCCAGA
GGACCCCCTAACTCTGTTGCCATATGTATCTTCTGAGTAAACAAGCAAATAAATTAAA
ACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCCCCCGG
GCCTGGCGTTGGGGATCGGCGAGGCGCCCCCCGCGGGCACGCGCCGTCCCCCAAATAC
AGTGGCGATCCCGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACACCTCGCAACTGGAGAG
CGGCGCGGCCATGCCGTAAAACACCCAACTTCTGAATGTTGACCTCGAATCAGGTAGG
AATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAGCCSGGAGGAA
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5.4. Especies de Fusarium spp. con riesgo colateral

Variedad Rebeca F2000 Ciclo P/V 2010.La especie dominante en los Valles altos de México en
la variedad Rebeca F2000fue F. avenaceum, se presentd en todas las localidades, pero con mayor
frecuencia 25% en las de Juchitepec y Francisco 1. Madero; le sigui6 F. verticillioides con 16.7%
en Coatepec y 12.5% en Chapingo y Francisco Villa. F. graminearum se presentd en todas las
localidades; 12.5% en Coatepec y en Santa Lucia; con 8.3% Chapingo, Juchitepec, Francisco L.
Madero y Terrenate; 4.2% Nanacamilpa y Francisco Villa. F. solani solo se presentd en
Nanacamilpa con 4.2% y F. nivale en Francisco Villa y Francisco I. Madero con el mismo

porcentaje (Figura 18).
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Figura 18. Frecuencia de especies de Fusarium aislados de la variedad de trigo Rebeca F2000 del

ciclo P/V 2010 de los Valles Altos de México.
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Tlaxcala F2000 Ciclo P/V 2010. De igual manera en la variedad Tlaxcala F2000 del ciclo P/V
2010, el hongo de mayor frecuencia en todas las localidades fue F. avenaceum; en Juchitepec y
Francisco I. Madero con 20.8% y en Nanacamilpa y Terrenate 12.5%. F. graminearum también se
presentd en todas las localidades, pero con porcentaje menores en Juchitepec 16.7%,Santa Lucia
12.5%, Nanacamilpa y Francisco I. Madero con 8.3%; en Terrenate, Coatepec, Chapingo y
Francisco Villa con 4.2%; el porcentaje mas alto de F. verticillioides fue de 12.5% en Francisco
Villa. En Francisco 1. Madero se identifico a F. nivale con 8.3%, y en esta variedad no se encontr6

a F. solani (Figura 19).
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Figura 19. Frecuencia de especies de Fusarium aislados de la variedad de trigo Tlaxcala F2000 del
ciclo P/V 2010 de los Valles Altos de México.
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Rebeca F2000, Ciclo P/V 2011. Nuevamente F. avenaceum fue la especie de mayor incidencia
33.3% en la localidad de Texcal, seguida de Santa Lucia con 29.2%, Juchitepec 25%, Tenango del
Aire y Nanacamilpa con 20.8% y Jilotepec con 8.3%. A diferencia del ciclo 2010, no se encontr6
en Chapingo y Coatepec. F. graminearum se presentd en todas las localidades; Juchitepec 16.7%,
Coatepec 12.5%; en Santa Lucia, Chapingo, Nanacamilpa y Tenango del Aire 8.3% y 4.2% en
Texcal y lJilotepec. F. verticillioides se reportd en Coatepec 8.3%, Santa Lucia, Juchitepec y
Tenango del Aire con 4.2%. F. solani se encontrd en Chapingo y Jilotepec con 8.3%. F. nivale no

se encontro (Figura 20).
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Figura 20. Frecuencia de especies de Fusarium aislados de la variedad de trigo Rebeca F2000 del
ciclo P/V 2011 de los Valles Altos de México.
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Tlaxcala F2000 Ciclo P/V 2011. En el ciclo P/V 2011, F. avenaceum fue la especie dominante en
las localidades de Juchitepec con 20.8%, Nanacamilpa, Texcal y Tenango del Aire con 16.7%,
Jilotepec con 12.5%, Santa Lucia 8.3% y Chapingo 4.2%. F. graminearum se manifesté en todas
las localidades, Chapingo con 16.7%, Coatepec y Juchitepec con 12.5%, Santa Lucia y Jilotepec
con 8.3%, Nanacamilpa, Texcal y Tenango del Aire con 4.2%. F. verticillioides report612.5% en
Juchitepec, Chapingo 8.3% y Santa Lucia con 4.2%. F. solani se present6 en Jilotepec con 8.3% y

Tenango del Aire 4.2%. F. nivale no se encontr6 (Figura 21).
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Figura 21. Frecuencia de especies de Fusarium aislados de la variedad de trigo Tlaxcala F2000 del
ciclo P/V 2011 de los Valles Altos de México.
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En las dos variedades de trigo Rebeca F2000 y Tlaxcala F2000 se encontraron las cinco especies de
Fusarium, en mayor o menor porcentaje; cabe sefialar que la variedad mas susceptible fue Rebeca
F2000. De la misma manera, en los ciclos agricolas tanto del afio 2010 y 2011 F. avenaceum fue el
patégeno que se encontrd con mayor porcentaje de incidencia, seguido de F. graminearum 'y F.
verticillioides. Las especies de F. nivale y F. solani se encontraron en menor porcentaje. Las
localidades con mayor incidencia fueron Juchitepec, Francisco I. Madero, Nanacamilpa, Santa
Lucia y Tenango del Aire, esto se relaciona a las condiciones ambientales que se presentaron

(Cuadro 1).

El porcentaje de incidencia de cada una de las cinco especies identificadas vari6é de acuerdo a las
condiciones que prevalecieron en cada localidad, en donde fueron importantes la cantidad de
inoculo presente previo a la siembra y las condiciones climatoldgicas; sin embargo, lo importante
es que el presente estudio se desarrolld6 en 16 ambientes (sitios y/o localidades) que
correspondieron al 2010 y 2011 y que invariablemente en cada uno cuando menos se presentaron
tres especies de Fusarium, lo que indica que es un género con alto potencial de diseminacion en las
siembras de trigo de temporal en México, ya que via semilla es uno de los medios mas efectivos

para diseminarse y causar dafios en la produccion.

La influencia de las condiciones ambientales para la dispersion de inoculo, como temperatura,
humedad, intensidad de la luz y el viento son los factores climaticos criticos que afectan a la
produccion y dispersion de conidios asexuales y sexuales de las ascosporas de Fusarium. Por lo
tanto estos factores influyen en la propagacion y supervivencia de los hongos. Las condiciones
ambientales 6ptimas para la produccion y dispersion del indculo varian dependiendo de si el hongo
se reproduce sexualmente y/o asexualmente (Parry ef al., 1995; Leslie y Summerell, 2006), el
crecimiento del hongo, la competencia, la produccion de micotoxinas y patogenicidad son factores
fundamentales para su sobrevivencia (Doohan et al., 2003; Parry et al., 1995). En el cultivo de
trigo, los periodos humedad de por lo menos 24 horas y temperaturas superiores a 15 °C son
importantes para la infecciéon de las espigas por Fusarium spp., (Brennan et al, 2003); estas

condiciones prevalecen en localidades de estudio de los Valles Altos de México.

Los datos reportados en las Figuras 18, 19, 20 y 21 sefialan la constante presencia de las especies
F. avenaceum, F. graminearum y F. verticillioides, 1o que representa un riesgo para la salud

humana y animal, ya que se reportan micotoxinas de alto grado de toxicidad y pueden permanecer
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en los granos almacenados varios afios. F. avenaceum provoca la sintesis de metabolitos toxicos
incluyendo moniliformina y enniatins, asi como beauvericina y enniatin, los cuales se reporta
provocan problemas en el sistema respiratorio, digestivo y afectan numerosos 6rganos y sistemas,
en particular el higado, los rifiones y el sistema nervioso, efectos que pueden culminar con cancer
en muchos de los lugares que afectan (Logrieco, 2002; Bottalico, 1998). No menos importantes son
los metabolitos que se reportan para F. graminearum donde se encuentran zearalenonas, nivalenol,
deoxinivalenol y fumonisinas, con efectos similares a los encontrados en los metabolitos de F.
avenaceum (Magliano and Kikot, 2010;Yoshida y Nakajima, 2010; Nicholsonet al.,
2004;Marasaset al., 1984). Finalmente, en dafo colateral de las toxinas producidas por F.
verticillioides como las fumasinas (Fumonisin B1, fumonisin B2, fumonisin B3) que son el grupo
de micotoxinasmas importantesproducidas por F.verticillioides, donde algunosaislados pueden
producirlas en niveles altos; estudios descritos por diversos autores demuestran numerosos efectos
patologicos en animales (Leslie y Summerell, 2006;Whitlow y Hagler, 2005). Chandraer al.(2011)
encontraron que también produce moniliformina y tricoteceno.En humanos se asocia la presencia

de lesiones en la piel a esta especie(Leslie y Summerell, 2006).

50



VI. CONCLUSIONES

+ Los hongos patogenos identificados en los granos de trigo (Tritucum aestivum L.) en los
diferentes localidades (Santa Lucia, Chapingo, Coatepec, Juchitepec, Francisco I.
Madero, Nanacamilpa, Francisco Villa, Terrenate, Texcal, Tenango del aire y Jilotepec)

en las variedades (Rebeca F2000 y Tlaxcala F2000) durante los ciclos P/V 2010 y 2011,

fueron: Fusarium avenaceum, F. graminearum, F. verticilloides, F. nivale y F. solani.

+ Las condiciones de humedad y precipitacion en los valles altos de México, fueron

determinantes en la incidencia de Fusarium spp.

+ Especie dominante es F. avenaceum, se presentd en todas las localidades y en los dos

ciclo agricolas.

+ La variedad Rebeca F2000 presentd la incidencia mas elevada de Fusarium spp. en los

granos de trigo de los ciclos agricolas P/V 2010 y 2011.

+ Debe considerarse darle un tratamiento quimico a la semilla o hacer incorporacion de
microorganismos de biocontrol a los suelos, que permitan inducir al equilibrio en los

suelos y reducir la densidad de enfermedades de colonias de Fusarium spp.
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