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HONGOS CAUSANTES DE ENFERMEDADES FOLIARES EN EL CULTIVO DE AVENA
(Avena sativa L.) EN LOS VALLES ALTOS DE MEXICO.

FOLIAR DISEASES FUNGI CAUSING THE CROP OF OATS (Avena sativa L.) IN THE HIGH
VALLEYS OF MEXICO.

Elizabeth Garcia Ledn, Santos Gerardo Leyva Mir, Héctor Eduardo Villasefior Mir, Maria
Florencia Rodriguez Garcia.

RESUMEN

Se realizaron estudios (Ciclos primavera-
verano 2009 y 2010) para identificar
morfolégicamente a todas las
enfermedades foliares que se presentaron.
Tres de ellas: Alternaria alternata,
Cochliobulus sativus y Bipolaris victoriae
fueron los mas virulentos y también fueron
re-identificados con técnicas moleculares
(PCR).163 muestras fueron colectadas en
los Valles Altos de México en los estados
productores de avena a diferentes
altitudes. Se identificaron 14 especies
diferentes de hongo patogénicos; en el afio
2009 los de mayor incidencia fueron:
Puccinia graminis f.sp. avenae, Puccinia
coronata, Drechslera avenacea y Alternaria
uredinis y en el 2010 fueron: Cochliobulus
sativus, Helminthosporium victoriae vy
Alternaria alternata. Otros hongos de
menor incidencia pero que podrian con el
tiempo convertirse en patégenos
importantes en las zonas de estudio
fueron: Curvularia protuberata,
Colletotrichum graminicola, Pleospora sp,
Scolecotrichum graminis f. sp. Avenae,
Alternaria triticicola, Cochliobolus
hawaiiensis y Alternaria triticina. Se discute
la consecuencia de desarrollar programas
de mejoramiento genético contra los
principales hongos como  tacticas
econ6micas y ambientalmente propicias
para los Valles altos de México.

Palabras clave: Avena, hongos,
patégenos, incidencia, PCR.

ABSTRACT

Studies were permormed during (the
growing time of spring-summer 2009 and
2010) to identify morphologically al fungi
foliar diseases in oat field growing in the
high valley of different states of Mexico.
The were found 14 foliar diseases, but
three of them Alternaria alternata,
Cochliobulus sativus and Bipolaris victoriae
were the most virulence and dispersed
among oat fields.

So, there were also identify by molecular
techniques (PCR). A total of 163 samples
were taken and processed for fungi
identification at different altitudes. In year
2009 fungi species found were Puccinia
graminis f.sp. avenae, Puccinia coronata,
Drechslera avenacea y Alternaria uredinis
and in 2010 Helminthosporium sativum,
Helminthosporium victorie y Alternaria
alternata.

There were some others, no so virulence
nor frecuent in the area: Curvularia
protuberata, Colletotrichum graminicola,
Pleospora sp Scolecotrichum graminis f.
sp. avenae, Alternaria triticicola,
Cochliobolus hawaiiensis and Alternaria
triticina. However these might be
dangerous with time, if conditions fevor
them to increase pathogenicity. We discuss
the realialuly of genetic studies to obtain
oat resistant in the region.

Key words: Oat, fungi, pathogen,
Incidence, PCR.



I.- INTRODUCCION

El cultivo de avena (Avena sativa L.) se ha extendido en todo el mundo
adaptandose a una gran variedad de climas, sin embargo son muchos los
aprovechamientos de esta planta, siendo los mas importantes la obtencion de
proteinas de alto valor nutricional (Camacho, 2007). En la actualidad se cultiva
practicamente en toda la Republica Mexicana, debido a su amplio rango de
adaptacion a las condiciones ambientales, y se considera un cultivo alternativo en
los Valles Altos y en la region semiarida del Norte-Centro, particularmente cuando
el inicio del periodo de lluvias se retrasa 0 se presentan bajas temperaturas, que
ponen en riesgo la siembra de los cultivos tradicionales como maiz y frijol
(Villasenior et al., 2003).

En los dltimos afios México ha incrementado la superficie sembrada de avena, no
obstante no se produce lo suficiente para abastecer las demandas de los
consumidores, existe un déficit del 50% lo cual representa un area de oportunidad

para poder cubrir las necesidades de la poblacion (SIAP, 2011).

La avena al igual que los otros cereales estd expuesto a un gran numero de
enfermedades causadas por diferentes patdgenos, las mas importantes son las
manchas foliares ocasionadas por hongos (Leyva et al; 2004); las cuales son
altamente destructivas debido a que su presencia provoca una reduccion
significativa del area foliar (Dickson, 1956 citado por Sillas, 2010) lo que trae como
consecuencia pérdidas en el rendimiento de grano y forraje, ya que la mayoria de
las variedades utilizadas son susceptibles al ataque de manchas foliares (Soto,
2003), y por lo tanto son limitantes que se manifiestan en condiciones de temporal
en los Valles Altos de México (Estado de México, Puebla, Morelos, Tlaxcala e
Hidalgo). Del complejo de las enfermedades poco se conoce en México por lo que
es importante realizar estudios que permitan identificar y conocer cada una de las
enfermedades foliares y con ello proponer estrategias acertadas de control, que
permitan reducir pérdidas en la produccion (Villasefior, 2009).



Para hongos fitopatogenos la técnica de PCR constituye una importante
innovacion, porque marcan el momento decisivo en la investigacion de biologia
molecular y constituyen una técnica considerablemente avanzada en el campo del
diagnostico (Gerald, 1999). La importancia de las técnicas moleculares (PCR) se
debe a su enorme poder de amplificacién (10° a 10° veces con ciclos continuos se
pueden obtener amplificaciones durante la reaccion de 3 a 4 horas). Como
consecuencia con la PCR se pueden realizar pruebas de deteccion con una
sensibilidad muy superior a la de otras técnicas y esto es de gran utilidad en el
campo de la identificacion de patégenos de importancia agricola (Llacer et al.,
2000).



I1.-OBJETIVOS

1.- Identificar enfermedades foliares en avena mediante sintomatologia en campo
en los ciclos de cultivo Primavera-Verano 2009 y 2010 en los Valles Altos de

México.

2.- ldentificar en laboratorio los agentes causales de enfermedades foliares y su

descripcion de acuerdo a su sintomatologia en avena.

3.- Corroborar por medio de técnicas moleculares (PCR) del agente causal de las
principales enfermedades potenciales detectadas con mayor frecuencia en los

sitios.

4.- Cuantificar si la incidencia de hongos varia entre los dos ciclos agricolas PV-
2009 y PV-2010, entre altitudes y entre localidades.



lll.- REVISION DE LITERATURA

3.1 Avena (Avena sativa L.)

La avena al igual que otros cereales de grano pequefio como el trigo, sorgo y
cebada, han cobrado gran importancia colocandose en los primeros lugares en
cuanto a superficie cultivada en México por encima de los cultivos horticolas.
(Ruiz, 2007). La avena es una Poacea rica en proteinas de alto valor nutricional,
hidrato de carbono, grasas y un gran numero de vitaminas, minerales y
oligoelementos. De la produccién anual aproximadamente menos del 15 % se

utiliza para alimentacion humana y el 85 % restante para alimentacion animal.

Clasificacion taxonomica (Coffman, 1961).

Reino: Vegetal
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsidae
Familia: Poaceae
Subfamilia: Pooideae
Tribu: Avenaeae
Género: Avena

Especie: sativa

3.1.1 Importancia econémica mundial.

La avena ocupa el sexto lugar en produccion de grano después del trigo (Triticum
aestivum L.) maiz (zea mays L.), arroz (Oryza sativa L.), cebada (Hordeum vulgare
L.) y el sorgo (Sorghum vulgare Pers) (Leyva et al., 2004); siendo el cereal de
invierno de mayor importancia en los climas frios del hemisferio norte, al igual que

otros cereales, la avena ha ido incrementando su produccién mundial desde 1960



(Baum, 1977). La produccion de avena estad generalizada en gran parte de las
zonas templadas; las tendencias de la produccion de este cultivo a nivel mundial

muestran un comportamiento poco uniforme (Caballero, 2008).

Actualmente los principales paises productores son La Union Europea 2.740
millones, Rusia 2.9 millones, Australia 0.92 millones, Canada 0.84 millones,
Polonia 0.54 millones y Estados Unidos 0.51 millones de ha. El rendimiento
mundial es de 2.07 t ha™ y la produccién preliminar para el 2010/11 es de 23.53
millones de toneladas y una superficie de 11.83 millones de ha (FAS-WASDE-
USDA, 2011).

En cuanto a las importaciones México se ubica en el primer lugar del total de
paises con 75 mil toneladas importadas para el afio 2010 y los paises que mas
exportaciones registraron fueron CANADA con 1 400 000 mil toneladas , Australia
y la Unién Europea con 150 mil toneladas ambos paises en 2010 (FAS-USDA,
2011).

3.1.2 Importancia econémica nacional.

La avena es mas tolerante al frio que otros cereales, por lo que constituye una
opcion para la produccién de forraje en partes altas y frias durante el verano bajo
condiciones de temporal; mientras que el invierno, cuando hay escasez de forraje
fresco, este cereal constituye una buena alternativa para establecerse bajo riego
(Villasefior et al., 1998).

Del total de la superficie sembrada anualmente en el pais el 80 % de la superficie
se siembra en condiciones de temporal, en areas que se ubican desde 1800 hasta
poco mas de 3000 msnm, en climas semiaridos hasta templados humedos (Espitia
et al., 2003).

La superficie del cultivo de avena ha aumentado constantemente de manera
impresionante ya que en el 2002 México tenia una superficie sembrada de 200 mil
hectareas mientras que para el afio 2009 se alcanzaron indices de siembra de

mas de 900, 000 mil hectareas. Del total de la produccion, el 90 % se destina



como forraje, el cual se utiliza en verde cuando el cultivo se encuentra en etapas
de encafie a espigamiento; ensilado desde las etapas de floracion a formacién del
grano; achicalado o henificado, cuando el cultivo esta en las etapas de grano
lechoso a grano masoso; y como grano, cuando alcanza su madurez fisioldgica
(Villaserior, 2009).

Los estados con mayor superficie sembrada de avena en el afio 2010 fueron
Chihuahua con 215,119.23 ha, Durango con 114,081.68 ha, Zacatecas con
181,142.56 ha y el Estado de México con 65,598.20 ha. Sin embargo otros
estados ubicados en los valles altos de México como Tlaxcala, Hidalgo, Morelos y
Puebla muestran los niveles de rendimientos mas altos de entre 20 y 24 ton-ha™
(SIAP, 2011).

En cuanto a produccion y rendimiento los principales estados fueron Chihuahua,
Durango, Estado de México y Zacatecas con una produccién de 3, 074, 183.90
ton., 1, 666, 186.84 ton., 1, 370, 779.22 ton., 874,355.25 ton de avena forrajera
(Figura 2), respectivamente y para avena grano (Figura 1) los principales estados
productores fueron Chihuahua, Durango, Hidalgo, Edo. de México, y Zacatecas
con una produccion de 65, 296.20 ton., 8, 420.69 ton., 7, 989.20 ton., 19, 143.40.,

5, 244.00 ton., respectivamente.

En el 2010, en los Valles Altos de México, se tuvo una superficie sembrada de
avena forrajera de 112, 983.40 has y en cuanto a avena grano se sembraron 19,
389.50 has. Con un rendimiento promedio para avena forrajera de 20.65 t ha™,
una producciéon de 2 112 909.00 ton y para avena grano un rendimiento promedio
de 1.61t ha™ y una produccién de 27, 132.6 ton (SIAP, 2011).



Avena grano en México en 2010.
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Figura 1. Produccién (ton) de avena para grano en México, durante el ciclo 2010.
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Figura 2. Produccién (ton) de avena para forraje en México, durante el ciclo 2010.



3.1.3 Mejoramiento Genético del cultivo de avena

La avena al igual que los otros cereales estd expuesto a un gran numero de
enfermedades causadas por diferentes patdgenos, las mas importantes son las
manchas foliares ocasionadas por hongos, las cuales son altamente destructivas
debido a que su presencia provoca una reduccion significativa del area foliar
(Dickson, 1963) lo que trae como consecuencia perdidas en el rendimiento de
grano y forraje, ya que la mayoria de las variedades utilizadas son susceptibles al
ataque de manchas foliares (Soto, 2003).

Este cereal fue introducido a México en 1960 después de la conquista de los
espafoles por la comunidad de los menonitas, un grupo religioso dedicado
fundamentalmente a la agricultura en el norte del pais, teniendo como problema
principal la poca variabilidad genética en el pais, la cual ha sido una limitante

importante para su mejoramiento genético (Jiménez, 1992).

La siembra de la avena era con diferentes variedades obtenidas por introduccion
(Texas, Nodaway, AB-177, Opalo, Saia, Putnam 61 y Perla) en algunas regiones
de México; cuando alguna de estas variedades se adapto a una region
determinada, la bautizaron con el nombre de criolla. En la mayoria de los casos no
se sabe de donde fue introducida y en 1967 se obtuvieron las primeras variedades
hechas en el pais las cuales fueron Cuauhtémoc y Chihuahua a partir de esa
fecha se ha continuado obteniendo variedades que gradualmente van resultando
mas productivas, con mayor precocidad y mejor resistencia a enfermedades
(Harder, 1993).

Las caracteristicas que se consideran al mejorar genéticamente la avena son alta
capacidad de rendimiento, peso especifico, color de grano, buenas caracteristicas
para uso industrial, madurez, tolerancia a heladas, habilidad para responder a
fertilizacion, resistencia a herbicidas, altura de planta y la caracteristica mas

importante resistencia a enfermedades (Parsons, 1987).



La importancia de la seleccion de variedades precoces esta dada en la difusion del
cultivo de avena en latitudes septentrionales y zonas montafiosas. La precocidad
también ofrece ciertas ventajas en zonas secas, pues con las escasas lluvias las
plantas alcanzan un estado tal de desarrollo y formacion de flores, que puede
madurar en el periodo seco. También la precocidad hace que la planta escape al
ataque de la roya de la hoja causada por el hongo Puccinia coronata, ya que este
patdbgeno ataca mas en periodos humedos y sus efectos son fatales en el estado

juvenil de la avena (Lopez, 1986).

El mejoramiento genético de la avena en los ultimos 10 afios se ha estado
llevando exclusivamente por el INIFAP con sede en el Campo experimental Valle
de México (CEVAMEX) liberando variedades de mayor rendimiento de forraje y
grano, obteniendo variedades recientes que son mas precoces, tolerantes a
sequia, tolerantes a roya del tallo (Puccinia graminis f. sp. avenae), a roya de la
corona (Puccinia coronata), y al complejo de enfermedades foliares causado por
Drechslera avenacea, Septoria avenae f. sp. avenae y Colletotrichum graminicola
(Villaseiior, 2009).

3.1.4 Importancia econdmica de las enfermedades foliares del cultivo de

avena.

En forma global se conoce que existen 75 enfermedades problema en avena, en
las cuales se incluyen enfermedades causadas por parasitos de caracter
nutrimental, fisiolégico y debido a factores genéticos; de todas ellas solo algunas
reinen las caracteristicas para ser consideradas importantes en una determinada
area y con ello causar grandes pérdidas bajo condiciones que le sean favorables
(Archila y Martinez, 2002).

La importancia de conocer la incidencia de enfermedades foliares es
imprescindible para conseguir no solo elevados rendimientos sino también para
procurar la sostenibilidad de este cultivo, ya que la avena es una excelente opcion
para la reconversion productiva de las tierras de baja productividad con aptitud

pecuaria sin embargo, es necesario disponer de variedades aptas para la



produccion de forraje y grano con un conjunto de atributos agronomicos y
fitopatoldgicos que permita minimizar el efecto negativo de estos fitopatdogenos
(Villaserior et al., 2003).

3.2 Hongos en follaje.

3.2.1 Roya del tallo por Puccinia graminis f. sp. avenae Eriks y Henn

En México la roya del tallo de la avena es la enfermedad mas devastadora de este
cultivo; tienen un rango de adaptacion amplio desde ambientes criticos hasta
ambientes favorables; la infeccidn se inicia en la base del tallo o en su parte
interna, ataca primeramente la vaina de la hoja, hasta traspasarla y continda sobre
el tallo hasta perforarlo; y la enfermedad se distingue facilmente en campo porque

las pustulas son de color café obscuro (Huerta-Espino et al., 2010).

Puede reducir el rendimiento y peso de grano en 75% y 60%. Por esta
enfermedad, las pérdidas en México en la produccibn de materia seca en
variedades susceptibles son del 32% - 42%. En la region de la Sierra de
Chihuahua, esta enfermedad puede reducir la produccién de grano entre un 30% y

50%, y el forraje no es apetecido por el ganado (Mariscal, 2010).
3.2.2 Roya de la hoja por Puccinia coronata (Pers.) Corda.

La roya de la hoja de la avena o roya de la corona es una enfermedad importante
en avena y algunos pastos, pero no afecta a otros cereales cultivados. Esta se

presenta donde quiera que se cultiva la avena (Bockus et al., 2010).
Biologia y Epidemiologia

El hongo persiste de una estacion a otra por medio de la continua produccién de
uredosporas en los climas mas calidos. En lugares donde se presentan
temperaturas mas bajas, la enfermedad se inicia por esporas acarreadas por

corrientes de viento de areas mas calidas, o por aeciosporas (Leo6n, 1982).

Morfologia



Las pustulas urediales se desarrollan principalmente en las hojas, pero pueden
aparecer también en las vainas foliares y espiguillas. Son pequefias, ovales,
aisladas y con uredosporas expuestas de color anaranjado brillante. La epidermis
se encuentra ligeramente levantada en sus margenes. Las uredosporas son de
forma esférica a ovalada, equinuladas, de color amarillo-anaranjado y tienen un
diametro de 20-32 pum. las telias se desarrollan en hojas infectadas, conforme las
plantas se acerquen a su madurez. Los soros teliales con frecuencia forman
bordes negros que sobresalen alrededor de las uredias, pero permanecen
cubiertos por la epidermis. Las teliosporas tienen una forma distinta a las de otras
especies, sus células apicales son anchas y con varias proyecciones, de donde se
derivo el nombre de la roya coronada (Ledn, 1982).

Es un patégeno de la avena, pero no de otros cereales. Las uredias son pustulas
de forma oval a alargada con uredias amarillo naranja brillante. Las uredosporas
son esféricas a ovales y tienen un didmetro de 20-32 pn. las teliosporas son

anchas y tienen proyecciones en la célula superior (Le6n, 1982).

3.2.3 Mancha foliar de la avena por Pyrenophora avenae Ito & Kuribay

(Drechslera avenacea M.A. Curtis; Helmithosporium avenae Eidam).

Esta enfermedad esta distribuida y aparentemente sus ataques se restringen al
cultivo de avena (Ciriaco, 2010). Se identifica rapidamente por las estructuras de
fructificacion que produce y las caracteristicas morfolégicas de sus conidios. Los
conidiéforos y los conidios se desarrollan en colonias sobre la superficie del tejido

hospedante a partir de micelio oscuro inmerso y superficial (Zillinsky, 1983).
Morfologia

Los conidi6foros son individuales o en grupos, cilindricos con extremos
redondeados semicirculares, de 2 a 3 por conidioforo (Sivanesan, 1987), rectos o
alternamente doblados, de color olivaceos a oscuros, miden en promedio 25-140
pm de largo x 12-22 ym de ancho y tienen 2-6 septas con una cicatriz conspicua
en la base (Warham et al., 1998).



Sintomatologia y Epidemiologia

La enfermedad empieza con la infeccion de los coleoptilos; las infecciones
secundarias 0 subsecuentes se desarrollan a partir de los conidios producidos
sobre las lesiones. En las hojas enfermas se desarrollan manchas café rojizas,
alargadas u oblongas. Los sintomas foliares durante las primeras fases de
desarrollo de la enfermedad son buenas caracteristicas para el diagnéstico.
Conforme progresa la enfermedad el color café va adquiriendo diversas
tonalidades rojas con margenes indefinidos. Las lesiones se van difundiendo
gradualmente en toda la lamina foliar y eventualmente las hojas infectadas mueren
y se secan a medida que la enfermedad avanza. Bajo condiciones severas, las
paniculas pueden infectarse y el hongo se establece en las bracteas y granos en

donde permanece hasta el proximo ciclo de cultivo (Dickson, 1956).

3.2.4 Tizon Victoria Bipolaris victoriae Meehan & Murphy; Helminthosporium

victoriae Meehan & Murphy.

La enfermedad causada por este hongo es muy severa y afecta sélo a avena. La
enfermedad aparecié en 1944 causando una epifitia en los Estados Unidos y poco

después se introdujo a otros paises por medio de la semilla (L6pez, 1986).

Este patdgeno esta estrechamente relacionado con la variedad de avena Victoria
cultivada en plantaciones en Estados Unidos, este tizdn provoca lesiones en
plantulas, necrosis en el tallo y lesiones severas en el tejido foliar. Las hojas de las
plantulas se enrojecen dando una especie de rayas, muriendo posteriormente. La
necrosis se produce en los nédulos de la parte baja del tallo. Se forman una gran
cantidad de toxinas HS Victorina cuya formacién se relaciona con la virulencia del
patogeno. Esta toxina es por mucho la toxina mas potente y tiene una extrema

selectividad (Sivanesan, 1987).



Morfologia

Los conidios son de color un poco olivaceo a oscuro, delgado, ligeramente curvos
y redondeados y estrechos en su base, su germinacion es generalmente bipolar;
el conidiéforo miden hasta 250 um de largo y 6-10 um de ancho, y el conidio tiene
de 4-11 septas, aunque generalmente son 8 y miden de 40-120 ym de largo x 12-
19 um de ancho, ademés el crecimiento del micelio es gris oscuro en medio de

cultivo V8 selectivo para el hongo (Dickson, 1956; Sivanesan, 1987).

Biologia y Epidemiologia

El hongo es llevado por las semillas y persiste en los rastrojos, una vez
establecida la enfermedad, aparece todos los afios si se siembra variedades

susceptibles (Dickson, 1956).

3.2.5 Tizon de la hoja o punta negra del grano causada por Cochliobolus
sativus Ito & Kuribay (Bipolaris sorokiniana; Helminthosporium sativum).

Este es uno de los patégenos de cereales mas ampliamente distribuido (Mendoza,
1999). La infeccibn de este hongo puede presentarse en cualquier etapa de
desarrollo de la planta, pero los sintomas mas pronunciados se dan después de
espigar (Zillinsky, 1984). Es una enfermedad muy destructiva y puede presentarse
en las raices, nudos, vainas, espigas y granos, por lo que se considera importante
donde se encuentran las condiciones optimas para su desarrollo, como son las

altas temperaturas acompafiadas de alta humedad (Ruiz, 2007).
Morfologia

Los conidioforos se desarrollan individualmente o en grupos, son erectos, no
ramificados (Zillinsky, 1984) miden de 40-120 um de largo X 18-28 ym de ancho
(Sivanesan, 1987). Los conidios son de color café olivaceo oscuro, ovales y

adelgazados hacia su punta, ligeramente curvos con paredes lisas y presentan un



cicatriz basal prominente (Bockus et al., 2010). Tienen de 3 a 9 septas (Ciriaco,
2010).

Sintomatologia

Los sintomas iniciales en las hojas son manchas pequefas, de color café a casi
negras de formas redondas y/o elipticas. Una lesion desarrollada es tipicamente
eliptica con esporulaciéon abundante y puede cubrir mas de 22% del area foliar
(Ruiz, 2007).

Si ataca en etapas tempranas puede defoliar la planta, reduciendo el rendimiento y

la calidad, ya que los granos estan arrugados (Prescott et al., 1986).
3.2.6 Antracnosis por Colletotrichum graminicola Ces. G.W. Wils.

Esta enfermedad es mas comun en avenas que en otros cereales fue reportada
por Sanford en 1935. La enfermedad esta asociada con suelos secos de baja
fertilidad (Dickson, 1956).

Morfologia

Los acérvulos son de café oscuros a negros; setas de café oscuro a negras con 1
0 2 septas, de 60 a 120 ym x 6 a 8 ym; conidiéforos muy cortos, de 6-12 ym. Los
estromas tienen de 70-300 u de diametro y espinas prominentes, cerdosas y con
tabique de hasta 100 y de largo. En la base de las espinas, un himenio denso
produce conidios hialinos, unicelulares y falciformes, de 3-5 ym x 19-29 um
(Wiese, 1987).

Sintomas y Epidemiologia

Durante las primeras etapas, las plantas infectadas muestran una apariencia
descolorida, maduran prematuramente y son susceptibles al acame (Zillinsky,
1984).

Las lesiones son de 1 a 2 cm de largo y tienen una forma mas o menos eliptica, al

principio son hiumedas, luego se blanquean y tornan necréticas (Wiese, 1987). Es



frecuente que en los nudos enfermos se desarrollen muchas manchas parduscas
y cuando la planta ya casi ha llegado a la madurez aparecen numerosos acervulos
pequefios de color negro sobre los tallos, vaina de las hojas inferiores y en
ocasiones sobre las hojas, asi como en bracteas y espigas de las cabezuelas
enfermas (Agrios, 2001). Estos acervulos tienen una apariencia levantada debido
a numerosas setas que sobresalen por encima de la superficie del tejido vegetal
(Zillinsky, 1984).

Dependiendo de que tan pronto el hongo ataque a la planta y de la severidad de la
enfermedad, la planta puede mostrar una disminucion general en cuanto a su
vigor, maduracion prematura o bien puede ser que sus espigas mueran y Sus
granos se marchiten, en regiones donde se practica la labranza de conservacion
es mas fuerte el problema debido a que el hongo sobrevive en los residuos de
cosecha (Agrios, 2001).

Cuando hay niveles altos de humedad atmosférica, los conidios y las hifas
penetran hojas, tallos o raices; esto sucede cuando la planta esta estresada por
sequias, compactacion de suelo, mal balance de la fertilizacion del suelo u otras

causas (Agrios, 2001).

El hongo es generalmente favorecido por temperaturas altas y extensos periodos
de clima humedo. Esta enfermedad se desarrolla mejor en tejidos viejos (Soto,
2003).

3.2.7 Mancha foliar por Alternaria Nees

Sintomatologia

El patégeno infecta todo el tejido foliar de la planta, las lesiones se caracterizan
por lesiones pequefias y cloréticas, ovales o elipticas dispersas en las hojas
inferiores. Ya que la planta se acerca a la madurez la enfermedad progresa hacia
la parte de arriba de la planta y las lesiones se tornan de color marrén a gris
oscuro y se unen en forma irregular con los bordes amarillentos (Bockus et al.,
2010).



Morfologia

Los conidioforos son de color café oscuro a olivaceo, se producen individualmente
0 en ocasiones en pequefios grupos; pueden ser simples o ramificados y
generalmente miden 3-6 ym de ancho y 50 pym de largo. Los conidios de la
mayoria de las especies saprofitas de Alternaria que se presentan en los cereales
se desarrollan en cadenas, tienen forma de huevo u évalo, y a menudo se ahusan
para formar un pico en el apice; son de color café oscuro a mediano, con paredes
lisas o ligeramente rugosas, varias septas transversales y longitudinales u
oblicuas, y miden 20-90 um x 8-20 um y los conidios de las especies fitopatogenas
son largos, elipsoidales o cénicos y con una cola de 0-35 um de ancho x 15-92 ym
de largo (Zillinsky, 1984; Warham et al., 1998).

3.3 Identificacion molecular (PCR) de hongos fitopatogenos

La técnica de la ampliacidon enzimatica in vitro, mas conocida por las siglas PCR
(Polymerase Chain Reaction), permite ampliar varios millones de veces
secuencias nucleotidicas especificas que se desean estudiar o detectar (Albouy et
al.,, 2000; Li et al., 2000), con la introduccion de métodos ciclotermicos
automatizados de DNA en 1989. Las aplicaciones de la PCR han crecido de
manera exponencial a medida que los investigadores desarrollaron nuevas

adaptaciones de la técnica original (Hadidi, 1998).

El principio relativamente simple de este método se basa en la capacidad de
sintesis de una cadena de DNA por una enzima de replicacion, la ADN
polimerasa, utilizando como primer’s cortas secuencias nucleotidicas de alrededor
de 20 pares de bases. Los dos primer's complementarios de cada una de las dos
cadenas de ADN, permiten ampliar el fragmento de ADN comprendido entre las

zonas de apareamiento (Albouy y Devergne, 2000).

Albouy et al. (2000) menciona que la ampliacién tiene lugar en un microtubo en el

gue se han colocado conjuntamente los elementos necesarios para la reaccion. El



protocolo comprende tres etapas sucesivas, realizadas en diferentes condiciones

térmicas:

1) Etapa de desnaturalizacion: de un minuto a 95 °C, que permite la separacion
de las cadenas complementarias dobles de ADN (Albouy y Devergne, 2000).

2) Etapa de hibridacion: de 1 a 2 minutos, con paso de la temperatura a 37 °C o
aparecen con sus secuencias complementarias, enmarcando la region a ampliar.
La especificidad de la PCR se basa en la cualidad de este apareamiento (Albouy y
Devergne, 2000).

3) Etapa de extension: de 10 minutos a 72 °C, que conducen a la sintesis de una
secuencia complementaria de una cadena matriz en presencia de la enzima
polimerasa y de los nucleétidos precursores, la enzima recopia ADN partiendo de

los primer’s (Albouy y Devergne, 2000).

Por tanto, en cada ciclo, la secuencia caracterizada por los dos primer's iniciales
se duplica. De hecho, tiene una reaccion en cadena, porque esta secuencia no
solamente es duplicada a partir de la molécula inicial sino también a partir de las
cadenas nuevamente sintetizadas. La repeticion de varios ciclos
desnaturalizacion-hibridacion, extensién es la que conduce una acumulacién
exponencial de ADN (Wetzel et al., 1992).

La sucesion de las tres etapas ha podido ser automatizada en un termociclador
gracias a la utilizacién de la enzima resistente a temperaturas elevadas. Esta
enzima es la Taq Polimerasa, extraida de la bacteria termdfila Thermus aquaticus

que ha sido introducida por los inventores de la PCR (Li, 2000).

La sensibilidad y la especificidad del PCR dependen de varios factores y del
seguimiento de ciertas normas. La racional eleccidon de los primer’s es primordial:
deberan ser elegidos en una region del genoma no variable si se requiere
reconocer varias especies de hongos de la misma familia. Por otra parte se debe
guardar el mayor cuidado en la eleccién del material y en la practica de las

manipulaciones, con el fin de evitar la contaminacién de las muestras y la



aparicion de falsos positivos, debidos a la extrema sensibilidad del método
(Hernandez, 2009).

Las amplificaciones del PCR pueden frecuentemente ser secuenciadas
rapidamente, esto dado la disponibilidad de secuenciadores automéaticos en los
laboratorios. Las amplificaciones pueden ser trabajadas por secuenciaciones
directas relativamente faciles usando kits comerciales por purificacion directa en la
mezcla de la reaccion del PCR o directamente en el gel de agarosa, solo que en
este Ultimo es necesario separar del gel la muestra amplificada. La base genética
de datos disponible en internet, por ejemplo el GenBank del NCBI (Centro
Nacional para la Informacion Bioldgica) permite comparaciones rapidas de una
secuencia de nucledtidos con secuencias de la biblioteca gendmica (Hernandez,
2009).

Para hongos fitopatogenos la técnica de PCR constituye una importante
innovacion, porque marcan el momento decisivo en la investigacion de biologia
molecular y constituyen una técnica considerablemente avanzada en el campo del
diagnostico (Gerald, 1999).

La importancia de la PCR se debe a su enorme poder de amplificacién (10°a 10°
veces con ciclos continuos se pueden obtener amplificaciones durante la reaccién
de 3 a 4 horas). Como consecuencia con la PCR se pueden realizar pruebas de
deteccidén con una sensibilidad muy superior a la de otras técnicas (Llacer et al.,
2000).

3.3.1. Uso de Primer’s usados para cada region en PCR (ITS).

La region del espacio interno transcripto o ITS (Internal Transcribed Spacer) por
sus siglas en ingles contiene dos regiones variables no codificadas que estan
unidas con DNAr repetido; entre la subunidad pequefia altamente conservada,
5.8S, y la subunidad grande de los genes del ARNr. Varios factores la hacen una
region conveniente para la identificacion molecular de hongos: 1) toda la region

ITS es aproximadamente de 600 y 800 bp y estan listas para una amplificacion



con primer’s universales que son complementarios a las secuencias de genes del
rARN, 2) la naturaleza “multicopia” del rADN hace la region ITS facil de amplificar,
incluyendo muestras pequefias, diluidas o altamente degradadas y 3) varios
estudios han demostrado que la region ITS es altamente variable entre especies

de hongos morfolégicamente indistintas (Hernandez, 2009).

Las regiones ITS son regiones cortas de ADN que se encuentran en el genoma
del hongo. Esta region ha sido tipicamente usada para la identificacion molecular
a nivel de especie y hasta razas geograficas. Esto gracias a su alto grado de
variacion en comparacion a otras regiones del rDNA. Sin embargo la cantidad de
repetitividad de una secuencia corta se puede observar algunas veces en las
regiones ITS. En adicion los primers generales ITS1+ITS4 son usados en la

mayoria de los laboratorios (Hernandez, 2009).



IV.- MATERIALES Y METODOS

4.1 Identificacion de hongos en tejido foliar de avena
4.1.1 Localizacion

La investigacion se realiz0 durante los ciclos agricolas Primavera-Verano
colectando 63 sitios en el afio 2009 (Cuadro 1) y 100 sitios en el afio 2010 (Cuadro
2) en parcelas de agricultores en las principales regiones productoras de avena de
los Valles Altos de México (Figura 3), tomando datos de altura y coordenadas
geograficas con un GPS modelo Garmin MAP 60 Csx (Cuadros 1 y 2).
Posteriormente, las muestras se llevaron al Laboratorio de Micologia del
Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autbnoma Chapingo,
para identificar a los agentes causales mediante técnicas morfologicas y

moleculares.

Figura 3. Ubicacion de la region de los Valles altos de México.

Cuadro 1. Localidades de muestreo en el ciclo P-V 2009 en los Valles Altos

de México.

1 Valle del Vidrio, D.F. 3340 19° 11.587' N 099° 14.122' O
2 La Malinche (km 5 rumbo al volcan) 3040 19°16.949' N 98°02.996' O

3 Rio Frio, Edo.de Mex. 3034 19° 21.551' N 98°40.013' O

4 Parres, D.F. 3028 19° 07.484' N 99° 10.568’ O




5 Polotitlan, Edo.de Mex. 3020 20°06' N 99°41' O

6 Tres Marias, Mor. 2981 19° 05.305' N 99° 13.222' O

7 Km.15 Tres Marias-Zempoala, Mor. 2959 19° 05.293' N 99° 13.892" O

8 Avila Camacho, Edo.de Mex. (rumbo a Rio Frio) 2940 19° 19.389' N 98° 45.305' O

9 Emiliano zapata, Tlax. 2900 19°34' N97°55' O

10 San marcos, Tlax. 2848 19° 33.708' N 98°41.470' O

11 Piedra canteada, Nanacamilpa, Tlax. 2825 19°29.337' N 98°33.728' O

12 Nanacamilpa, Tlax. 2811 19° 20" N98°23'0

13 La union, Tlax. 2811 19°29.113' N 98°33.752' O
14 La luz, Tlax. 2811 19°29.113' N 98° 33.752' O

15 Almoloya, Hgo. 2745 19° 45'36.6" N 98°19'09" O
16 Pueblo nuevo, Hgo. 2745 19° 45'36.6" N 98°19'09" O
17 (I:Egltc;ﬁi;)ecocomulco y Singuilucan. Hgo. (cruce 2673 19°57'39.4" N 98° 30' 45.4" O
18 ggghe"%ecc;ano. entre tecocomulco y 2673 19°57'39.4" N 98° 30’ 45.4" O
19 Madero, Tlax. 2652 19° 31.769' N 98°29.195' O
20 Lagunillas, Hgo.. (entre tultengo y tecocomulco) 2645 19°56'13.9" N 98°19'35.4" O
21 hzg.i;aleta (entre Pueblo nuevo y tecocomulco, 2645 19° 56' 13.9" N 98° 19' 35.4" O
22 Tecocomulco, Hgo. 2645 19°56'13.9" N 98°19'35.4" O
23 Cardenas, Hgo. 2624 19°47'0.1" N 98°31'14.1"O
24 Singuilucan, Hgo. 2619 19°58'39.3" N 98°33'36.6" O
25 San pablo ixayoc, Edo.de Mex. 2600 19°3020" N 98°52'55" O

26 Tlax.co, Tlax 2588 19°37' N98°07'O

27 Recova, Tlax. 2580 19°36.665' N 98°29.904' O

28 Terrenate, Tlax. 2577 19°28.122' N 97°55.908' O
29 Apan, Hgo. 2575 19°35'32.3" N 98°34'59.8"O
30 Ixtenco, Tlax. (hacia la malinche) 2568 19°16.844' N 97°55.544' O

31 Zapotlan, Hgo. (entre tezoyuca y pachuca) 2560 20°07'N 98°44' O

32 Chalco, Edo.de Mex. 2550 19°09°20” N90°58 17" O

33 Felipe neri, Mor. 2540 18°57" N 98°14" O

34 Francisco villa, Tlax. 2533 19° 36.402' N 98° 28.762' O

35 Tultengo, Tlax. 2530 19°46'59.1" N 98°32'21" O
36 Tezoyuca, Hgo. (salida a 5 km) 2500 20°07' N 98°44' O

37 Mazapiltepec, Tlax. (cuemancingo) 2500 19° 35' N98°20'O

38 Huamantla, Tlax. 2497 19°19.321' N 97°54.97' O

39 Cuijingo, Edo.de Mex. 2492 19° 08’ 24” N 98° 54’ 15" O

40 Las calaveras (juchitepec por panteon viejo) 2489 19° 07° 30" N 98° 52’ 25" O

41 Los acamoles (crucero parte alta de juchitepec) 2489 19° 07’ 30” N 98° 52’ 25” O

42 El llano (Juchitepec-Tenango del aire) 2489 19° 07° 30" N 98°52' 25”0

43 Amecameca, Edo.de Mex. 2487 19° 06’ 20" 98°46’51” O

44 Coatepec, Edo.de Mex. 2481 19°22.760' N 98° 49.974' O




45 Zempoala, Hgo. 2442 19°47'54.1" N 98°34'52.8"0O
46 Entronque pista pachuca y cd, sahagun, Hgo. 2442 19°47'54.1" N 98°34'52.8" 0O
47 Cuyoaco, Pue. 2420 19°31' N97°30'0O

48 Apizaco, Tlax. 2406 19°25' N98°08'O

49 Nopaltepec, Edo.de Mex. 2400 19°47' 45" N 98°42'43" O

50 El carmen, Tlax. 2380 19°19' N97°39'0

51 Tecamac, Edo.de Mex. 2340 19°42' N 98°58' O

52 Ozumba, Edo.de Mex. 2340 19°02° N 98°4814” O

53 Km 110 pista Edo.de Mex.ico-queretaro 2300 19°20' N 99°25'0

54 Chignahuapan, Pue. 2290 19°50" N 98°02' O

55 Temamatla, Edo.de Mex. 2280 19°12'10" N98°52'12"0O

56 Tepexpan, Edo.de Mex. 2250 19°36' N 98°54' O

57 Entre zumpango y circuito Edo.de Mexiguense 2250 19°43' N 98°58' O

58 Huehuetoca, Edo.de Mex. 2250 19°45'N 99° 10" O

59 Ixtacuixtla, Tlax. 2240 19°29.113' N 98°33.752' O
60 Atotonilco, Tlax. (entre nanacamilpa-ixtacuixtla) 2240 19°29.113' N 98° 33.752' O

61 Tulancingo, Hgo. 2180 20° 04" N 98°22' O

62 Tlalnepantla, Mor. 2060 18°60" N 98°18™ O

63 Entre Chignahuapan y Zacatlan, Pue. 2020 19°55' N 97°58'0

Cuadro 2. Localidades de muestreo colectadas en el ciclo P-V 2010 en los
Valles Altos de México.

Distrito . o , o )
1 Federal Valle del vidrio 3340 19°11.587' N 99° 14.122' O
2 Distrito Cabafia los gavilanes, valle del 3278 19° 13.676' N 99° 16.546' O
Federal tezontle
3 Tlaxcala Malinche 3184 19°16.800' N 98°02.900' O
4 Tlaxcala El Pilancon 3142 19°30.657' N 97°53.476' O
5 Puebla Llano grande 3044 19° 20.300' N 98°40.796’ O
6 Tlaxcala Malinche 3040 19°16.949' N 98°02.996' O
7 Estadode s frio lomas de telefono 3034 19° 21.551' N 98° 40.013' O
México
Distrito ° : o )
8 Federal Parres 2 3021 19°07.933' N 99°11.177°' O
Distrito - o . ° )
9 Federal Parres 3, la cima ii 3013 19°06.482' N 99°11.85 O
10 Distrito Parres 1 3008 19° 07.975' N 99° 10.308' O
Federal
11 Morelos El toro 2981 19° 05.305' N99°13.222' O
12 Tlaxcala Malinche 2973 19°17.142' N 98°03.387' O
13 Morelos El toro 2 2959 19° 05.293' N 99°13.892' O
Distrito . o f o )
14 Federal Avila camacho 2940 19°19.389' N 98° 45.305' O




15

16
17

18

19
20

21

22
23
24
25
26
27
28
29

30

31

32

33

34

35

36

37

38
39
40
41

42

43

44

45

46

47

Distrito
Federal

Tlaxcala

Tlaxcala

Distrito
Federal

Tlaxcala

Tlaxcala
Tlaxcala

Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala

Tlaxcala
Tlaxcala

Hidalgo
Estado de
México
Tlaxcala
Hidalgo
Estado de
México
Hidalgo
Hidalgo
Morelos
Tlaxcala
Puebla
Hidalgo
Hidalgo

Tlaxcala

Estado de
Mexico

Hidalgo
Hidalgo

Tlaxcala

Estacion ejido topilejo, ciclovia
Malinche

Los linderos
El 47

El rincon

Nanacamilpa la soledad

Carretera juchitepec-
tlayacapan, 3km del cecitec

Nanacamilpa

Rancho la soledad
Rancho la soledad
Rancho la soledad
Rancho la soledad

San felipe nanacamilpa
La venta

Malinche

La estacion san felipe
nanacamilpa

Pueblo nuevo
San bartolo

Malinche

2 km despues de la entrada a
tepozan, pueblo nuevo

Santiago acuitzilapan

1.5 km de la pefia de los
abuelos rumbo a pueblo nuevo
Salida la pefa tepepatlaxco,
rancho la pefia de los abuelos

Huitzilac
Malinche
Truchero arcoiris

A 3 km de aserradero
Tepepatlaxco, hacienda de
pipo

Terrenate

Tepila

Entrada a singuilucan

Rumbo a almoloya entrada a
cuautlatilpan

Madero

2938

2895
2848

2841

2836
2825

2814

2811
2811
2811
2811
2811
2808
2794
2780

2748

2745

2740

2739

2735

2722

2721

2716

2699
2690
2690
2685

2682

2682

2681

2673

2660

2652

19° 09.324' N 99° 09.775’ O

19°18.005' N 98°02.415' O
19° 33.708' N 98° 41.470’ O

19° 04.438' N 99° 14.120° O

19°29.270' N 97°54.415'O
19°29.337' N 98°33.728' O
19° 05’ 44” N 98° 55’ 49" O
19°29.113' N 98° 33.752' O
19°29.113' N 98°33.752' O
19°29.113' N 98° 33.752' O
19°29.113' N 98° 33.752' O
19°29.113' N 98° 33.752' O
19°28.021' N 98°34.229' 0O
19° 33.738' N 98° 40.876’ O
19°18.979" N 98°02.827' O

19°28.845' N 98°32.713' O
19° 45'36.6" N 98°19' 09" O
19°48' N 99°42' O
19°19.311'N 98°02.511' O
19°45'28.1" N 98°19'50" O
19°47" N 99°46.6' O

19° 45'22.4" N 98°21'14.8" 0O
19° 45'24.2" N 98° 21' 52" O
19°02.387' N99° 15.780' O
19°20.400' N 98°03.020' O

19°20.80" N 98°35.72' O
19° 56' 20.6" N 98° 18'47.7" O

19° 45'13.5" N 98° 22'47.5" O
19°28.341' N 97°55.118'O
19°22.036' N 98° 47.681'0
19°57'39.4" N 98°30'45.4"0O
19°43'29.4" N 98° 22'47.6" O

19° 31.769' N 98°29.195' O



48

49

50

51

52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76

77

78

79

80

Hidalgo

Estado de
Mexico

Hidalgo

Estado de
Mexico

Hidalgo
Tlaxcala
Puebla
Hidalgo
Hidalgo

Tlaxcala

Estado de
Mexico

Hidalgo
Tlaxcala
Tlaxcala

Tlaxcala

Estado de
Mexico

Tlaxcala
Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo

Tlaxcala

Estado de
Mexico

Tlaxcala
Tlaxcala

Tlaxcala

Estado de
Mexico

Tlaxcala

Tlaxcala

Estado de
Mexico

Hidalgo
Tlaxcala

Hidalgo

2 km antes tepozan km 21

Durazno de cuautemoc

500 mitrs antes de gasolinera
de coatzatzengo, tecocomulco

Popotla

Tezcatzongo-entrada al rancho
15 hermanos

Cuaula

Paredon

Somorriel

Somorriel

Teacalco 2
Autopista, ixtlahuaca
Espiga maltera
Teacalco 3
Teacalco

San felipe sultepec
Jocotitlan

Terrenate

El coyuco

Salida calpulalpan
Salida a tepeapulco-apan
Hacienda veloz- ,hgo
Ixtenco rumbo al volcan
Ixtlahuaca

Benito juarez poniente
San andres buenavista
Benito juarez oriente
Atlacomulco

Fco. villa

Francisco villa

Entrada a tlamacas

A 500 mtrs de la arco
norte.entre apan y calpulalpan

El ranchito zotoluca,tlax

Lomas del pedregal
(tepeapulco-apan)

2651

2645

2645

2632

2624
2623
2622
2619
2619
2617
2609
2609
2608
2607
2585
2579
2577
2575
2575
2570
2570
2568
2560
2546
2543
2541
2540
2533
2530

2518

2512

2510

2506

19°48'3.6" N 98° 15' 47" O
19°53' N 99°37'O

19° 56'13.9" N 98°19'35.4"0O
19°22.039' N 98° 47.968’ O
19°47'0.1" N98°31'14.1"O
19°34.773' N 98° 38.649' O
19°52'18.6" N 98°15'37.9" O
19°58'39.3" N 98°33'36.6" O
19°58'39.3" N 98°33'36.6" O
19°20.241' N 98°04.102' O
19°23" N 99°40' O

19° 58'31.8" N98°32'2.1"O
19°21.108' N 98°02.363' O

19° 21.144' N 98° 02.375' O
19° 35.527' N 98° 36.755' O
19°42' N 99°9.60' O
19°28.122' N 97°55.908' O
19°54'15" N 98° 17" 17.9" O
19° 35'32.3" N 98°34'59.8" 0
19° 46'59.1" N 98°32'21" O
19°37.296' N 96°30.909' O
19°16.844' N 97°55.544' O
19°34' N 99°46'O

19°25.034' N 98°26.362' O
19°34.107" N 98°17.395' O
19°34.855' N 98°25.068' O
19°47" N 99°49' O

19° 36.402' N 98°28.762"' O
19°36.327' N 98°28.805' O

19° 06’ 15" N 98° 45’ 49" O
19°37'24.5" N 98°32'39.1" 0O
19°36.665' N 98°29.904' O

19° 44' 26" N 98° 29'18.3" O



81

82
83
84

85

86

87
88

89

90

91

92
93
94

95

96

97

98

99

100

Hidalgo
Tlaxcala
Tlaxcala

Tlaxcala

Estado de
Mexico

Estado de
Mexico

Hidalgo

Tlaxcala

Distrito
Federal

Tlaxcala
Hidalgo
Tlaxcala
Hidalgo

Hidalgo
Estado de
Mexico

Estado de
Mexico

Hidalgo

Estado de
Mexico
Estado de
Mexico
Distrito
Federal

4.1.2 Muestreo

Adelante del cruce de Emiliano
zapata y zotoluca

Huamantla, tlax
Tenango-juchitepec

Nicolas bravo

Carretera ozumba-
amecameca, 0.5 km antes del
libramiento a méx

Campo santo o panteon viejo

Cd. sahagun-jaltepec

La rascona

Km. 21 ixtapaluca-méxico-
Puebla

Mufioz poniente

En las vias del ferrocarril
entrada a apan

Xaltocan, tlax
Tepeyahualco-sahagun
Tepeyahualco-sahagun

Entrada al popo park

A un costado del campus de la
uaem

Entrada a tepeapulco, km 43
de la carretera sahagun

San francisco
San Vicente Chicoloapan

Ixtapaluca

2503

2497
2489
2488

2487

2481

2480
2480

2479

2476

2474

2474
2468
2468

2465

2453

2442

2319

2315

2270

19°38'24.2" N 98°31'46.8" O
19°19.321' N 97°54.97'O
19°07° 30" N 98° 52" 25" O
19°24.349' N 97°58.098' O

19° 06’ 20" N 98° 46’ 51" O

19°22.760' N 98° 49.974' O
19°42' N 98°36'0O

19°20.535' N 97°56.297' O
19°19.820' N 98° 49.108’ O
19°24.750' N 98°13.817' O
19°42'4.2" N 98°27'58.7" O
19°25.972' N 98°12.355' O
19°50'28.6" N 98°38'31.1"O
19°50'28.6" N 98° 38'31.1" O

19° 04’ 42" N 98° 46’ 51" O

19°07'47” N 98°47 14”0

19°47'54.1" N 98° 34'52.8" O

19°21.288' N 98°51.387' O

19° 23.578' N 98° 51.888’ O

19°19.042' N 98° 52.256’ O

El presente trabajo se realiz6 tomando cinco muestras al azar (Castillo, 2005) en

cada uno de los 163 sitios y se trasladaron al laboratorio de Micologia Agricola de

la Universidad Autonoma Chapingo. La infeccion de las plantas en campo fue de

manera natural, debido a las condiciones que prevalecieron en cada una de las

localidades de muestreo.



4.1.3 Colecta de material enfermo

La identificacion de las enfermedades en campo se realizé por sintomatologia de
acuerdo a los principales dafios encontrados en cada uno de los sitios 63 sitios
muestreados en el ciclo P-V 2009 y los 100 sitios muestreados en el ciclo P-V
2010. La toma de muestras se realiz6 en el area foliar cuando la avena se
encontraba en estado de grano lechoso-masoso préoximo a madurez (Zillinsky,
1984), de las cuales se tomaron cinco hojas por sitio y asi sucesivamente en cada

una de las 163 localidades.

Posteriormente el material enfermo colectado se colocdé en bolsas de papel
glassine, ya que permite que el material vegetal seque rapidamente y evita que se
deteriore a causa de la humedad, se prenso y seco cuidadosamente, evitando asi
que se doblara y se tornara quebradizo. Al momento de la recoleccién se anot6
toda la informacién importante para identificar la muestra y se observaron los
sintomas (Zillinsky, 1984).

4.1.4 Preparacion del material en laboratorio

Una vez que las muestras (Figura 4a) fueron trasladadas al laboratorio de
Micologia Agricola se indujo a esporulacion al material enfermo y para ello se
realizaron cortes de aproximadamente 1 cm? de cada hoja tratando que se
abarcara parte sana y con sintomas (Figura 4b); después se realizO6 una
esterilizacion superficial, que consistié en desinfectar las muestras en una solucién
de hipoclorito de sodio al 3% durante un minuto, para evitar la presencia de
agentes contaminantes y posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril
(Figura 4c). Luego se colocaron cinco cortes, sobre papel filtro, previamente
humedecido (agua destilada estéril), en cajas petri estériles (Zillinsky, 1984). De
cada sitio se pusieron cinco fracciones de area foliar (1 cm?2) por caja petri (Figura
4d); cada una de estas fracciones se consideré como una repeticion, y como se
sembro una caja por sitio con una repeticion se tiene un total de 10 fracciones de

hoja por sitio.
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Figura 4. a) Tejido foliar de avena colectado en bolsas de papel glassine; b) Cortes en el tejido
foliar de 1 cm?; c) Materiales de elaboracién de una camara himeda para la esporulacién; d) Cajas
petri selladas y etiquetadas para su esporulacién en laboratorio.

En el presente trabajo se decidié determinar la frecuencia de las enfermedades
utilizando cinco muestras de hojas por caja, de las cuales se identifico el nUmero
de patdgenos presentes y la frecuencia de estos se convirtié en porcentaje (%). Es
decir si en las cinco fracciones de hoja encontrabamos el mismo patégeno,

correspondia al 100%. El procedimiento se aplicé para los 163 sitios muestreados.

Las cajas petri se dejaron incubar para su esporulacion en laboratorio de 24 a 72
horas a luz blanca (Figura 4d) y a temperatura ambiente (Lopez, 1984);
posteriormente se realizé la identificacion considerando que los hongos de los
cultivos cerealeros generalmente se desarrollan en 48 h en muestras secas o
frescas (Zillinsky, 1984).



4.1.5 Identificacidon de los patdgenos en laboratorio

Una vez esporulados los patdégenos en el tejido foliar en las camaras humedas, se
dio paso a la identificacion de los organismos causales de las enfermedades
foliares, para lo cual se utilizé un microscopio estereoscoépico para poder visualizar
el tejido directamente a la lupa con el fin de identificar las esporulaciones del
hongo. Una vez detectada dicha colonia de hongos, se realizaron preparaciones
temporales en lactofenol con ayuda de portaobjetos para ser observados en el
microscopio compuesto (Lopez, 1984).

Los parametros que se tomaron en cuenta para identificar y describir a un
patégeno fueron las caracteristicas de las colonias y morfologia de las estructuras
(Ledn, 1982; Zillinsky, 1984 y Dickson, 1956). Cabe mencionar que para el caso
de las royas se hicieron montajes y cortes directos del material enfermo, antes de
inducir la esporulacion de las muestras, debido a su condicion de paréasitos
obligados. En algunos casos las medidas de los conidios se tomaron con un lente

especializado adaptado al microscopio compuesto (Lépez, 1984).

Se registré el nimero de muestras foliares con colonias de hongos patégenos y

las muestras sin hongos (sanas) en cada uno de los sitios.
4.2 Utilizacién de la Reaccion en cadena de la polimerasa

Una vez realizada la identificacion morfolégica de todas las enfermedades que se
presentaron en cada uno de los sitios y con la finalidad de identificar los hongos a
nivel de especie, tres de ellas fueron re-identificadas con el uso de técnicas
moleculares; dichas especies estuvieron causando dafios severos en las
diferentes localidades muestreadas que conforman los Valles Altos de México
(Cuadro 1y 2). Las pruebas moleculares mediante la técnica de PCR se realizaron
en el Laboratorio de Virus Fitopatogenos del Departamento de Parasitologia
Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo.



4.2.1 Extraccion de DNA

Se utilizo el protocolo Plant RNA Purification Reagent ® invitrogen para el
analisis de acidos nucleicos; esta técnica es util cuando se sospecha que un
patdbgeno es responsable de cierta enfermedad, pero se desconoce el agente
causal, es por ello que se procedi6 a realizar la extraccion de acidos nucleicos

cuyo protocolo se describe a continuacion:

1.-Pesar 0.1 gr. de material vegetal; y se macera en un mortero a -50 °C hasta

obtener un tipo polvo que se coloca en un microtubo (Figura 5 a, by c).

2.- Agregar 500 microlitros de una solucion de lisis (Plant RNA Purification
Reagent ® invitrogen) al macerado, solucién especializada para la purificacion de
ADN.

3.- Centrifugar a 13 000 RPM durante 2 minutos.

4.- Pasar el sobrenadante a otro microtubo y agregarle 100 microlitros de cloruro
de sodio 5 M; y agitar por inversion.

5.- Agregar 300 microlitros de cloroformo vy agitar hasta que ya no se separe.

6.- Centrifugar por 10 minutos a 13 000 RPM, para lograr la separacion de los
diferentes componentes en base a su polaridad.

7.- Recoger la parte polar negativa (lo de arriba) del tubo, ya que los &cidos

nucleicos poseen este tipo de carga y pasarla a otro microtubo.

8.- Agregar 400 microlitros de isopropanol para su precipitacion (agitar por

inversion).
9.- Colocar en el congelador por 10 minutos.

10.- Posteriormente se centrifuga a 13 000 RPM durante 10 minutos para la

obtencion de una pastilla.

11.- Tirar sobrenadante y escurrir excesos.



12.- Agregar 1 mL de etanol al 70% frio y dar un pulso de vortex.
13.- Centrifugar por 5 minutos a 10 000 RPM.
14.- Secar por 15 minutos.

15.- Agregarle 100 microlitros de agua desionizada estéril y recoger el ADN

girando el tubo.

Una vez obtenidos los acidos nucleicos se procedio a realizar electroforesis con el
fin de visualizar la limpieza y calidad del acido nucleico de los hongos y asi
proceder a amplificar las cadenas con la técnica de PCR.

4.2.2 Electroforesis del producto de extraccion de DNA (Sambrook et al;
1989).

1.- La preparacion del gel de agarosa se realizé al 0.8 % (0.24 gr en 30 mL de
solucion Buffer TAE al 1X).

2.- Esta solucion se mezclo6 y se colocé en el horno de microondas

aproximadamente 25 segundos o hasta que estuviera homogénea (sin cristales).

3.- Se armé la camara de electroforesis y se coloc6 una gota de bromuro de etidio
equivalente a una gota, después se vacid0 la agarosa en la camara, se
homogeniz6, se dejo solidificar el gel por un periodo de 10 a 15 minutos, se
retiraron los peines y los bordes y se colocé la solucion buffer TAE en la camara
hasta cubrir el gel (Figura 5 d).

4.- Se cargaron las muestras en los pozitos de la cAmara de electroforesis para
ver la calidad del ADN, mezclando 4 microlitros de colorante verde y 8 microlitros
de la muestra (Muestra 1, Muestra 2, Muestra 3), colocando posteriormente la tapa

de la camara de electroforesis.
5.- Se corrio el gel a 90 voltios por 30 minutos.

6.- Se retir0 el gel de la camara de electroforesis y se colocé a luz ultravioleta en el

revelador de geles Gel doc-it ® Imagen system.



4.2.3 PCR de hongos fitopatogenos.

Una vez que se realizé el gel de agarosa para corroborar la limpieza del DNA
proveniente de la extraccion de acidos nucleicos se realizd la mezcla llamada
“‘Mix” para poder realizar la PCR (Cuadro 3); esta mezcla contiene los reactivos
necesarios para que se repliquen las cadenas de ADN. Una vez obtenida la
mezcla se dividi6 en cada tubo de eppendorf la cantidad de 50 microlitros
colocando las tres muestras y un negativo con agua para corroborar que los
reactivos estuvieran limpios (no contaminados) y con ello descartar falsos
positivos. A las muestras se les dio un ligero centrifugado e inmediatamente se

colocaron en el termociclador Biorad c-1000 ® Termal cycler (Figura 5 e).

Cuadro 3. Volumenes y concentraciones de los reactivos utilizados para PCR de hongos.

Reactivos (1X) Vqum_e,n para 1l (4X Mix) Volymen para 4
reaccion. reacciones.
Buffer de PCR 10 42
MgCl 3 12.6
DNTPs 1 4.2
ITS 4 2 8.4
ITS5 2 8.4
Tag. Polimerasa 0.4 1.68
Agua 28.6 120.12
DNA 3 3
Volumen total 50 Microlitros

Una vez realizado el proceso de PCR el cual constdé de 30 ciclos
aproximadamente concluidos en 2.17 horas (Figura 6), se requiere preparar un
segundo gel de agarosa con el fin de observar si las muestras amplificaron y

corroborar la limpieza de los reactivos comparandolos con la muestra negativa.



Dicho gel se elaboré con 0.45 gr de agarosa en 30 ml de buffer TAE colocando 3

microlitros de muestra y 5 microlitros de colorante.

Una vez que las muestras producto de PCR estuvieron listas se procedid a
limpiarlas para mandarlas a secuenciacion; esta limpieza (Figura 5 f) se realizo

con el kit Wizard® el cual consté de los siguientes pasos:

1.- Aiadir un volumen 10ul de Membrane Binding Solution al producto de PCR.
2.-Transferir el producto de PCR a la Minicolumna de ensamble. Incubar a
temperatura ambiente durante 1 minuto.

3. Centrifugar a 16000 RPM durante 1 minuto. Desechar el filtrado y volver a
colocar la Minicolumna en tubo de la coleccion.

4. Agregar 700yl de Membrane Wash Solution (Etanol afiadido). Centrifugar a
16000 RPM durante 1 minuto. Desechar el filtrado y volver a insertar la
Minicolumna en el tubo de coleccion.

5. Repetir el paso 4 con 500yl de Membrane Wash Solution. Centrifugar a 16000
RPM durante 5 minutos.

6. Vaciar el tubo de recoleccién y centrifugar en conjunto con la columna durante 1
minuto con la tapa de la microcentrifuga abierta (o fuera) para permitir la
evaporacion de cualquier residuo de etanol.

7. Transferir con cuidado la Minicolumna a un tubo de 1.5 ml de microcentrifuga
limpio.

8. Adadir 50 pl de agua libre de nucleasas a la minicolumna. Incubar a
temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugar a 16000 RPM durante 1
minuto.

9. Desechar la minicolumna y almacenar el ADN a4°C o -20° C.

Después se elabord un gel el cual se preparé con 30 ml de TAE (Tris-Acetato-
EDTA) y 0.45 de agarosa agregandole 3 microlitros de DNA y 1 microlitro de buffer
con colorante. Ademas de agregarle un marcador de peso molecular para
visualizar el nimero de pares de bases presentes en cada una de las muestras. El

gel producto de la limpieza con el kit Wizard® junto con las tres muestras y el ITS



4 se enviaron al laboratorio de Biologia Molecular en el Instituto de Fisiologia

celular de la UNAM.

Figura 5. a) Muestras de cada especie de hongos purificados en medios de cultivo; b) obtencién
del crecimiento del hongo para su extraccion de DNA; c) hongo colocado en tubos eppendorf para
su centrifugacion d) electroforesis de acidos nucleicos; e) termociclador donde se corrieron las
muestras; f) limpieza de las muestras productos de PCR para secuenciacion.

95°C C—> o95°c |E= s5B5°Cc => 72°C

5 min. 1 min. 1 min. 5 min.

awl g

Figura 6. Muestra los ciclos por los que pasan las muestras en el termociclador.




4.3 Andlisis de datos

Con la informacion recopilada se determiné la enfermedad que se presenté con
mayor frecuencia en los sitios de acuerdo a la altitud y al afio agricola, ademas las
especies con mayor frecuencia en cada uno de los sitios y los sitios en los que se
encontraron con mayor frecuencia enfermedades. Posteriormente se realiz6 un
analisis de varianza con la finalidad de determinar si existen diferencias
significativas en la frecuencia (incidencia) de las enfermedades (Box, 2006).
Posteriormente se hizo una comparacién de medias, empleando la prueba de
Tukey (0=0.05), con el objetivo de conocer cual especie de hongo fue la mas
frecuente de acuerdo a los sitios, a la altitud y al afio agricola. Todos los analisis

se realizaron con el paquete estadistico SAS (1999).



V.-RESULTADOS Y DISCUSION

Las especies de hongos fitopatogenos identificados en laboratorio de acuerdo a
las caracteristicas de la colonia y morfologia de conidios fueron 14 diferentes, de

los cuales se encontraron 7 con mayor frecuencia en los diferentes sitios.

5.1 Identificacion de hongos
5.1.1 Identificacion de especies por morfologia

Puccinia coronata (Pers.) Corda.

En las muestras de avena colectadas en los ciclos PV 2009 y 2010 se observaron
pequefias pustulas sobre el tejido de color amarillo-anaranjado (Figura 7 a), las
cuales correspondian a la roya de la corona o roya de la hoja; los sintomas, signos
y morfologia del hongo coincide a lo descrito por Ledn (1982), Kirk et al. (2001),
Zillinsky (1984) y Dickson (1956) los cuales mencionan que las pustulas contienen
una gran cantidad de uredosporas las cuales son la fase asexual del hongo
(Figura 7 b), quien posteriormente cuando las condiciones no son favorables
cambia de color amarrillo-anaranjado a café-negro observando dentro de dicho
sintoma las telias (Figura 7 c); este hongo también pueden aparecer en vainas

foliares y espiguillas conforme las plantas llegan a la madurez.



Figura 7. Se muestra la sintomatologia y el agente causal de la roya de la hoja o roya de la corona
Puccinia coronata. a) Pustulas errupentes de la roya en su fase asexual; b) Esporas o estructuras
asexuales (Uredosporas); c) puUstulas caracteristicas de la fase sexual de la roya de la corona
caracteristicas de color oscuro; d) estructuras de reproduccion sexual (Teliosporas) de la roya.

En los cortes de tejido y preparaciones temporales realizadas en laboratorio se
logro observar uredosporas esféricas u ovaladas, equinuladas, de color naranja y
teliosporas con proyecciones en la célula superior, en forma de corona (Figura 7 b
y d). Lo anterior coincide con la descripcion dada por Zillinsky (1984) y Bockus et

al., (2010), para el caso de la roya de la hoja.

Esta enfermedad se detectd en el 61.9 % del total de los sitios muestreados en
2009 y 2010 lo que coincide con Lopez (1986) quien menciona que es una
enfermedad muy virulenta y que epifitias severas no sélo afectan el rendimiento y
la calidad del forraje, sino que dificultan la cosecha.



Puccinia graminis f.sp. avenae Eriks y Henn

En el material colectado (P-V/2009), manchas de marrén a negro en el tejido
(Figura 8 b) que producen teliosporas Unicamente en las plantas viejas, las cuales
pueden desarrollarse tanto en el haz como en el envés de las hojas, en las
espigas y en los tallos. Dichas teliosporas son bicelulares (Figura 8 a) con el apice
redondeado, pero también aplanado y engrosado; dicha descripcion coincide con
lo reportado por Dickson (1956), Latorre (1999), Ledn (1982) vy Zillinsky (1984).

Figura 8. a) Teliosporas de Puccinia graminis f.sp. avenae; b) sintoma en tejido foliar de la roya del
tallo.

Esta enfermedad se detectd en el 73 % del total de los sitios muestreados en 2009
y 2010, lo que indica que fue la enfermedad que se encontré con mayor frecuencia
en campo, coincide con Huerta-Espino et al. (2010) quienes mencionan que en
México la roya del tallo de la avena es la enfermedad mas devastadora de este
cultivo y que tienen un rango de adaptacion amplio desde ambientes criticos hasta

ambientes favorables.

Pyrenophora avenae Ito & Kuribay (Drechslera avenacea M.A. Curtis;
Helmithosporium avenae Eidam).

De acuerdo a las caracteristicas de la colonia y morfologia del hongo dichos
conidios fueron cilindricos, con una cicatriz basal y con sus extremos
redondeados. La coloracion de los conidios fue de color café a olivacea



generalmente de 4 a 6 septas. Esta descripcion coincide con lo descrito por
Warham et al. (1998). Los conidios miden en promedio 25-140 pm x 12-22 um.

Figura 9. a) Sintoma en tejido foliar de avena; b, c y d) conidios del hongo Pyrenophora avenae.

Segun Chelkowsky y Zaklad, (1995) el hongo produce una fitotoxina llamada
Dihydropyrenophorina, la cual estimula al hongo a producir lesiones en el tejido de
forma oval de pocos milimetros de diametro, con un intenso color violeta, tal y
como se muestran los sintomas de donde se aislé el hongo en laboratorio (Figura
9a).

Este hongo se presenté en el 19.01% del total de sitios, distribuido de manera

cosmopolita en todas las condiciones de altitud en el 2009 y 2010.

Dependiendo de las variedades de avena y de las condiciones de humedad donde
se desarrolla el patdgeno, se producen también lesiones cloréticas (Figura 9 a); el
patdgeno puede ocasionar pérdidas de 20 a 25 % si las condiciones para su
desarrollo son Optimas. Las esporas de hongo son diseminadas principalmente por



el grano y su frecuencia puede ser del 80 al 100%, lo cual coincide con lo

reportado por Cervantes (2011).

Curvularia protuberata Nelson & Hodges.

Los conidios esporulados en las camaras humedas de algunos sitios son
cafesosos, curvos, presentaron la célula central mas grande y oscura que las
demads, con cuatro septas, de 27-38 ym de largo x 10-14 ym de ancho. Esta

descripcion morfolégica coincide con Sivanesan (1987).

Figura 10. a) Conidios tipicos de Curvularia protuberata; b) esporulacién del hongo y sintoma en
tejido foliar.

Este hongo se localizé en el 2.45 % de los sitios en las localidades de Valle del
Vidrio, D.F. (2009), Piedra Canteada (Parte alta de Nanacamilpa), Tlax. (2009),
Mazapiltepec, Tlax. (2009) y Tepexpan, Edo. de Méx. (2009).

Colletotrichum graminicola Ces. G.W. Wils.

Los sintomas en tejido observados en laboratorio muestran que las lesiones en el
tejido contienen una apariencia levantada debido a numerosas setas que
sobresalen por encima de la superficie del tejido vegetal, lo que esto coincide con
lo descrito por Soto (2003) y (Zillinsky, 1984).



En laboratorio se observaron como estructuras del hongo acérvulos negros con
setas oscuras, en los cuales se encontraron conidios unicelulares hialinos lo cual

coincide con lo descrito por Wiese (1987) y Soto (2003).

Figura 11. a) y d) Se muestra la sintomatologia y signos del hongo; b) acérvulo con espinas del
hongo producido en el tejido; c) conidios unicelulares del hongo Colletotrichum graminicola.

Segun Bockus et al. (2010) esta enfermedad en los afios 1910-1940 causo
severas infecciones y redujo considerablemente los rendimientos del cultivo en un
25% cuando no se toman medidas de control, sin embargo sus infecciones son

confinadas solo en manchones, especialmente en suelos de labranza reducida.

Este hongo se localizé en el 6.74 % del total de sitios en las localidades de
Rancho la Soledad, Tlax. (2010), Santiago Acuitzilapan, Edo.de Méx. (2010),
Salida a la Pefa Tepepatlaxco, Hgo. (2010), Ocotepec, Hgo. (2009),
Tecocomulco, Hgo (2009), Singuilucan, Hgo (2009), Chalco, Edo.de Méx. (2009),
Felipe Neri, Mor. (2009), Entronque pista Pachuca-Cd. Sahagun, Hgo (2009) y
Tepexpan, Edo. De Méx. (2009).



Pleospora sp (Stemphylium sp).

Segun los cortes realizados al tejido las estructuras localizadas segun lo descrito
por Tlapal (2011) fueron pseudotecios inmersos en el tejido conteniendo

ascosporas multicelulares muriformes que tienen septas longitudinales vy

transversales y son de color cafésoso.

Figura 12. a) signo (Pseudotecios) de la enfermedad en el tejido foliar; b) pseudotecio de
Pleospora sp.; c) ascosporas del hongo Pleospora sp.

Los sintomas observados en laboratorio en tejido foliar coincide con lo descrito por
Zillinsky (1984), en donde el hongo causa manchas foliares que se desarrollan en
cereales y pastos y que producen pseudotecios que se localizaron en pequefias
colonias diseminadas en areas necroticas, estos hongos se presentan como

fitopatdgenos o saprofitos.

Este hongo se localizé en el 1.22 % del total de sitios en las localidades de
Rancho la Soledad, Tlaxcala (2010) y San Bartolo, Edo. de Méx. (2010).

Scolecotrichum graminis f. sp. avenae Eriks

La morfologia del hongo coincide con lo descrito por Romero (1993) quien
menciona que el agente causal posee conidios de claros a oscuros, unicelulares,

ovoides u oblongos (Figura 13 c).



De igual forma se pudo observar que cuando el area que esta necrosada se seca,
se hunde formando conidiéforos que emergen a través de los estomas (Dickson,
1956).

Figura 13. a) y b) Sintoma y signos del hongo Scolecotrichum graminis f. sp. avenae; c¢) conidios
de Scolecotrichum graminis f. sp. avenae.

Los sintomas observados en laboratorio coincide con lo descrito por Dickson
(1956), indica que el hongo produce manchas en las hojas con bordes irregulares
oblongas o lineales de color marrén rojizo a purpura. El &rea necroética es seca y
hundida con fila visibles de conidiéforos que emergen a través de los estomas. Sin
embargo, la produccién de conidios en la mayoria de las variedades de avena es

escasa. Ademas Romero (1993) menciona que son especies patdégenas.

Este hongo se localizé en el 3.06 % del total de sitios en las localidades de
Almoloya, Hgo. (2009), San Felipe Nanacamilpa, Tlax. (2010), Malinche, Tlax.
(2010), Mazapiltepec, Tlax. (2009) y Tulancingo, Hgo. (2009).

Alternaria triticicola V.G. Rao

La esporulacién en laboratorio del tejido muestra coincidié con lo reportado por
Simmons (2007), que indica que el hongo produce conidios largos y elipsoidales.



Lo largo de los conidios es lo que diferencia las especies de Alternaria triticicola y

Alternaria triticina.

Figura 14. a) Se muestra la sintomatologia en tejido foliar del hongo; b) Conidios de Alternaria
triticicola.

Este hongo se present6 en el 1.22 % del total de sitios en las localidades de La
Violeta, Hgo. (2009) y Los Acamoles, Edo de Mex. (2009).

Cochliobolus hawaiiensis Alcorn (Helminthosporium hawaiiense Bugnicourt:

Bipolaris hawaiiensis M.B. Ellis).

Las colonias se observaron de color gris 0 negro oscuro (Figura 17). Conidioforos
simples, flexibles, geniculados, lisos, cilindricos, septados, de color péalido a
marron, de hasta 120 micras de largo y 2.7 um de ancho. Conidios rectos,
elipsoidales, oblongos o cilindricos, con los extremos redondeados, de color palido
a café, 2-7 (en su mayoria 5) septos (Figura 19); la descripcion de la colonia y la

morfologia del hongo coincide con la realizada por Sivanesan (1987).



Figura 15. a) Se muestra la sintomatologia en tejido foliar del hongo; b) esporulacion de
Cochliobolus hawaiiensis observado a la lupa a 4 X; c) y d) estructuras del hongo Cochliobolus
hawadiiensis.

Este hongo se presentd en el 1.22 % del total de sitios en las localidades de
Piedra canteada, Tlax. (2009), La Estacién San Felipe Nanacamilpa, Tlax. (2010),

Chalco, Edo.de Méx. (2009) y Zempoala, Hgo. (2009).

Alternaria triticina Prasada & Prabhu

El hongo produce conidios individuales o en cadenas de 2 a 4, de color marrén
claro a verde oliva que se vuelve de un color mas oscuro entre mas viejos. El
micelio es inicialmente hialino, convirtiéndose mas tarde de oliva-beige. El tamafio
de los conidios esta determinado por los medios de cultivo donde crece el hongo,
los cuales pueden ser Agar con extracto de malta y PDA lo que coincide con lo
descrito en EEPO (2005).



Figura 16. a) y c) Se muestra la sintomatologia en tejido foliar del hongo; b) estructuras del hongo
Alternaria triticina.

Este hongo ingresé en 1981 a Sudamérica y a México, es transmitido
principalmente por semilla, afecta la etapa de floracién y crecimiento vegetativo
ocasionando manchas sobre hojas y vainas. Afecta la inflorescencia, hojas y
semillas, se manifiesta cuando el cultivo tiene 7-8 semanas de edad y se convierte

en virulento cuando el cultivo esta maduro (EPPO, 2005).

Este hongo sélo se le localizo en un sitio de los 163 muestreados, la localidad fue
El Llano, Juchitepec, Edo. de Mex. (2009).

Alternaria uredinis Ellis & Barth

La descripcion del hongo analizado en laboratorio coincide con lo descrito por
Simmons (2007) quien mencionod que produce micelio oscuro y conidi6foros
cortos, simples y abundantes; los conidios son grandes, muriformes, redondeados
en su apice, tiene de 5 a 9 septas transversales, de 1 a 2 septas longitudinales, de
color café-oscuro y tiene una cola prominente. Dichos conidios pueden producir a

su vez conidios secundarios.



Figura 17. a) Se muestra la sintomatologia en tejido foliar del hongo; b) esporulacion de Alternaria
uredinis observado en tejido foliar a la lupa a 4 X; c) y d) conidios de Alternaria uredinis.

Los sintomas que produce en campo son manchas oscuras circulares con anillos

conceéntricos tipicos de alternaria lo cual coincide con lo descrito por Agrios (2001).

Esta especie es importante ya que se le localizé en el 11.04 % del total de sitios, lo
cual indica que es un patdégeno importante; segun agrios (2001) este hongo puede
ademas diseminarse por semilla como lo reporta Cervantes (2011), y por medio de

los residuos de cosecha los cuales representan su principal via de diseminacion.

5.1.2 Identificacion molecular (PCR) de hongos fitopatogenos.

La extraccion de DNA fue exitosa obteniendo las tres muestras con suficiente
cantidad de acido nucleico, visualizando las tres bandas de DNA de los hongos,
ademas de observar los tres tipos de RNA (28 s, 18 sy 5 s, “Figura 18%).



Figura 18. Lectura obtenida en electroforesis producto de extraccién de DNA. M A.a.= Muestra de
Alternaria alternata, M H.v.= Muestra de Helminthosporium victoriae (Bipolaris victoriae), M H.s.=
Muestra de Helminthosporium sativum (Cochliobolus sativus).

De igual forma con la obtencién del PCR y el proceso de limpieza de las muestras,
los geles de agarosa realizados se colocaron a la luz ultravioleta en un
fotodocumentador GelDoc-It® Imaging System en el que se pudieron observar
las franjas que representan la existencia de acidos nucleicos, ademas de observar
el peso molecular aproximado del DNA de cada hongo lo cual coincide con lo
mencionado por Albouy & Devergne, (2000). Los fragmentos de DNA para PCR
deben estar entre las 50 y 1800 Pares de bases y debajo de 500 Pb son mas
especificas las amplificaciones, como es el caso de las muestras analizadas en el

gel, las cuales estuvieron entre 530 y 550 Pares de bases (Figura 19).



Entre 500
vy 600 Pb

Figura 19. Lectura obtenida en electroforesis de producto PCR. M= muestra, (+)= Positivo, (-)=
Negativo, M A.a.= Muestra de Alternaria alternata, M H.v.= Muestra de Helminthosporium victoriae
(Bipolaris victoriae), M H.s.= Muestra de Helminthosporium sativum (Cochliobolus sativus), MPM=
Marcador de Peso Molecular con las muestras entre 500 y 600 pares de bases.

1.- La secuencia de MAa cuyo contenido de pares de bases es de 537 bp tuvo
una alta homologia a las contenidas dentro del GenBank. Los resultados del
BLAST del NCBI (National Center for Biotechnology Information) indican que hubo
una identidad del 100% con Alternaria alternata HQ014678.1 (Cuadro 4).

> Alternaria alternata 537 bp

CCCTACCTGATCCGAGGTCAAAAGTTGAAAAAAGGCTTAATGGATGCTAGACCTTTGCTGATAGAGAG
TGCGACTTGTGCTGCGCTCCGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATTACTTTAAGGCGAGTCTCCAGCAA
AGCTAGAGACAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGC
CCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACA
CTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAAT
TATTAATTTGTTACTGACGCTGATTGCAATTACAAAAGGTTTATGTTTGTCCTAGTGGTGGGCGAACCC
ACCAAGGAAACAAGAAGTACGCAAAAGACAAGGGTGAATAATTCAGCAAGGCTGTAACCCCGAGAGG
TTCCAGCCCGCCTTCATATTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGACCT.



Cuadro 4. Datos arrojados por el BLAST del GenBank, para la secuencia de Alternaria alternata.

Accession Description s%e s]:ﬁ: cog\ﬁ‘i e A @ ﬁ Links
HOO14678.1 | Alternaria alternata strain WM10.55 185 ribosomal RNA gene, partial 992 992 100% 0.0 100%
Alternaria sp. 1426 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; intem 992 992 100% 0.0 100%
Alternaria sp. 1598 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; intem 992 992 100% 0.0 100%
Alternaria sp. 1461 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; intem 992 992 100% 0.0 100%
Uncultured fungus clone f4HSc40 185 ribosomal RNA gene, partial se 992 992 100% 0.0 100%
Uncultured endophytic fungus clone 57-11-23 185 ribosomal RNA gel 992 992 100% 0.0 100%
Uncultured endophytic fungus clone 45-12-71 185 ribosomal RNA gel 992 992 100% 0.0 100%
Uncultured endophytic fungus clone 41-18-40 185 ribosomal RNA gel 992 992 100% 0.0 100%
Alternaria arborescens 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; in’ 992 992 100% 0.0 100%
Alternaria sp. 1A244 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; inter 992 992 100% 0.0 100%
Alternaria alternata 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; inter 992 992 100% 0.0 100%
AF3928E1.1  Alternaria alternata gz13022-1 185 ribosomal RNA gene, partial sequ 992 992 100% 0.0 100%

Segun lo observado en laboratorio y segun lo descrito por Simmons (2007) la
esporulacion del hongo Alternaria alternata en medio de cultivo PDA produce
colonias de 4 cm de diametro aproximadamente dividida generalmente en 4
partes como anillos concéntricos (Figura 20 c). La esporulacion en PDA es
abundante.

En laboratorio este hongo produce cadenas de 10 o mas conidios muy
ramificadas; esta ramificaciébn surge de conidiéforos secundarios desde células
conidiales basales o apicales lo cual coincide con lo mencionado por Andersen et
al. (2001). De igual forma se pudo observar al microscopio que el primer y
segundo conidio generalmente tiene una cola larga y es de forma eliptica cuando
madura; el resto de los conidios son elipsoides o subesféricos (Figura 20 b y d) de
25 micras por 10 micras de ancho y tienen de 4 a 7 septas transversas y 2 a 3

septas longitudinales lo cual coincide con lo descrito por Simmons (2007).



Figura 20. a) Se muestra la sintomatologia en tejido foliar del hongo; b) esporulacion de Alternaria
alternata observado a la lupa a 10 X; c¢) crecimiento en medio de cultivo PDA; d) estructuras del
hongo Alternaria alternata.

Este hongo se present6 en el 20.85 % del total de los sitios analizados; esto indica
gue estad ampliamente distribuido en los sitios y que afio con afio se presenta, sin
embargo su presencia soélo se limita a altitudes de entre 2200 a 2700, conforme

aumenta la altitud disminuye su infectividad.

2.- La secuencia de MHv cuyo contenido de pares de bases es de 549 bp tuvo
una alta homologia a las contenidas dentro del GenBank. Los resultados del
BLAST del NCBI (National Center for Biotechnology Information) indican que hubo
una identidad del 97% con Bipolaris victoriae EF452448.1 (Cuadro 5).

> Bipolaris victoriae 549 bp

CCTGATCCGAGGTCAAAAGTTAAAATTGTAAAAGTCTTGATGGAGTACCGTCCTTTTCTCCTGATACAAAGC
GCAAAAAATGTGCTGCGCTCCGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATCGTTTTAAGGCGAGTCTCCCAGAAAG
AGGGAGACAAAAACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAAGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTT
TGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACGTA
TCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTATTACATTG



TTTTTACTGACGCTGATGGAAACTGCATAAGAAAAAGGTTTATGGTTTGGTCNTGGTGGCGGGCGAACCCG
CCCAGGAAACAACAAGTGCGCAAAAGACATGGGTGAAAAAATATTTCAGCCGGCCGCGAAGCCAGGCCTT
CATATTTTATTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGACCTT.

Cuadro 5. Datos arrojados por el BLAST del GenBank, para la secuencia de Bipolaris victoriae.

Accession Description iﬁ %: cl?\% e 4 &Eue i':fﬁ Links
GOL6%488.1  Plepsporaceae sp. NSO 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; in 228 589 98% 0.0 9%
8L Uncultured funqus clone f3Fc37 185 nbosomal RNA gene, partial seqr 237 587 100% 0.0 59%
Cochliobalus homamarphus strain ATCC26651 186 ribosomal RNA gen 282 961 9% 0.0 95%
Cochliobolus victoriag isalate HVW 185 nbosomal RNA gene, partial s 330 530 100% 0.0 §7%
Cochliobolus sativus isolate ND33-1 185 ribosomal RNA gene, partial - 34 944 100% 0.0 §7%
FII70073.1  Bipolanis sp. HLS301 185 rbosomal RNA gene, partial sequence; inter 342 942 58% 0.0 07%

Se realizaron analisis morfologicos en laboratorio los cuales son la obtencién de
colonias del hongo en medios de cultivo selectivo V8 para inducir su esporulacién
para posteriormente ser evaluada por PCR. El hongo presenta una esporulacion
gris oscura la cual estaba compuesta por masas densas de conidios y
conidiéforos (Figura 21 b y c¢). Los conidios presentes fueron de color café claro,
delgados, ligeramente curvos y estrechos hacia los extremos, con 5-8 septas, se
estrechan hacia los extremos, son de color café dorado claro, lisos, con 4-11
septas y miden 40-120 x 12-19 um (Figura 21 d). La descripcibn morfoldgica
anterior coincide con lo mencionado por Warham et al. (1998) Los conidiéforos
son solitarios 0 en grupos, rectos, de color café claro; miden hasta 250 ym de

largo y 6-10 um de espesor. (Figura 21 d).




Figura 21. a) Se muestra la sintomatologia en tejido foliar del hongo; b) esporulacién de Bipolaris
victoriae en medio de cultivo V8; c) crecimiento del hongo en medio de cultivo V8 observado a la
lupa a 10 X; d) conidios del hongo Bipolaris victoriae.

Este hongo se presentd en el 12.88 % del total de sitios analizados; es un
porcentaje alto en comparacion con otros tizones, tal vez a este hongo no se le
habia dado la importancia que tiene, la que radica en la alta produccion de toxinas
dafiinas para la calidad del forraje el cual sera consumido por el ganado
(Sivanesan, 1987).

3.- La secuencia de MHs cuyo contenido de pares de bases es de 552 bp tuvo
una alta homologia a las contenidas dentro del GenBank. Los resultados del
BLAST del NCBI (National Center for Biotechnology Information) indican que hubo
una identidad del 100% con Cochliobolus sativus EF452447.1 (Cuadro 6).

> Cochliobolus sativus 552 bp

TGATCCGAGGTCAAAAGTTAAAAATGTAGAGTCTTGATGGATTACCGTCCTTTTCTCCTGATACAAAGCGCA
AAATATGTGCTGCGCTCCGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATCGTTTTAAGGCGAGTCTCCCAGAAAGAGG
GAGACAAAAAACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAAGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTTTG

GAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACGTATC



GCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATAATTACATIGTT
TTTACTGACGCTGATTGCAACTGCATAAAAAAAAGGTTTATGGTTTGGTCCTGGTGGCGGGCGAACCCGCC
CAGGAAACAACAAGTGCGCAAAAGACATGGGTGAAAAAAATATTTCAGCCGGCCGCGAAGCCAGGCCTTC
ATATTTTGTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGACCTTGTAC.

Cuadro 6. Datos arrojados por el BLAST del GenBank, para la secuencia de Cochliobolus sativus.

Accession Description s%e sgﬁl WD‘%“ = 'y Va%u i%t Links
Cochliobolus sativus isolate ND93-1 185 ribosomal RNA gene, partial 1016 1016 99% 0.0 100%
Uncultured endophytic fungus clone 86-11-17 185 ribosomal RNA gel a2 1002 99% 0.0 953%
Uncultured endophytic fungus clone 38-1-63 185 ribosomal RNA gen 1000 1000 99% 0.0 99%
Bipolaris sorokiniana isolate OTU730 internal transcribed spacer 1, pz 393 EE 99% 0.0 5%
Cochliobolus sativus strain DAOM 172489 internal transcribed spacer 996 856 97% 0.0 100%
Cochliobolus sp. 1IP-2009a isolate 56653-3-46-UL internal transcribe 594 994 99% 0.0 99%
Uncultured endophytic fungus clone 38-1-55 185 ribosomal RNA geni 584 994 99% 0.0 953%
Uncultured endophytic fungus clone 16-1-19 185 ribosomal RNA gen 594 994 95% 0.0 99%
Bipolaris sorokiniana strain 64 185 ribosomal RNA gene, partial sequel 992 992 98% 0.0 99%
Bipolaris sorokiniana strain Bs 68 185 ribosomal RNA gene, partial sec 990 950 97% 0.0 100%
Bipolaris sorokiniana strain 7 185 ribosomal RNA gene, partial sequen 330 950 58% 0.0 99%
Bipolaris sarckiniana isolate BsDR1 185 ribosomal RNA gene, partial s¢ 580 550 97% 0.0 99%
Bipolaris sorokiniana strain DSM 62608 185 ribosomal RNA gene, parti 380 590 57% 0.0 99%

989 97% 0.0 99%

Cochliobo\u_s sativus strain DAOM 165083 internal tra_nscribed spacer

589
—

En laboratorio se observé que las colonias del hongo en el tejido foliar son de color

café oscuro a negro y estdn compuestas de masas densas de conidiéforos y

conidios lo que coincide con lo descrito por Bautista (2005).

Los conidios fueron curvos, de color café oliviceo oscuro, mas anchos en el

medio, con extremos redondeados. Presentaron paredes gruesas, con 5 a 9

células, las cuales tienen forma de barril. Estas caracteristicas morfologicas

coinciden con las descritas por Warham et al. (1998), que menciona también que

esta especie presenta una nitida cicatriz en la célula basal y que los conidios son

lisos, en su mayoria 6-10 y miden de 4-120 de largo por 17 a 28 micras de ancho
(Figura 22).




Figura 22. a) y d).Se muestra la sintomatologia del tizon de la hoja; b) medio de cultivo con
conidiéforos y conidios; ¢) conidios de Cochliobolus sativus.

Este hongo se presentdé en el 9.81% del total de muestras evaluadas, lo cual
muestra que es un hongo importante que se presento en todos los ambientes y
altitudes, presentandose afio con afio causando pérdidas severas. Zillinsky (1984)
menciona que los sintomas mas pronunciados se dan después de espigar. Segun
Ruiz (2007), es una enfermedad muy destructiva por lo que se considera
importante donde se encuentran las condiciones optimas para su desarrollo, como

son las altas temperaturas acompafadas de alta humedad.

5.2 Andlisis de datos.

La cantidad de muestras analizadas de cada unos de los 63 sitios del afio 2009 y

100 del afio 2010, presentaron gran diversidad de especies de hongos, lo cual se



debid a la variacion en condiciones ambientales. Hubo variacion en la frecuencia
de aparicion en cada uno de estos agentes causales de enfermedades foliares de
esta manera, las especies presentes fueron por orden de frecuencia: Puccinia
graminis f.sp. avenae, Puccinia coronata, Drechslera avenacea, Cochliobolus
sativus, Bipolaris victoriae, Alternaria alternata y Alternaria uredinis; dichos hongos
fueron los que se analizaron estadisticamente ya que las demas enfermedades
solo se presentaron en pocos sitios. Estos hongos se analizaron para observar en
qué afo agricola se mostré6 mayor frecuencia, en que altitud se presentan los
diferentes tipos de enfermedades y si existié variacion entre ellas y por ultimo

identificar que sitios presentaron mayor frecuencia de enfermedades.

La frecuencia de hongos fitopatdgenos en porcentaje de cada localidad de cada
altitud y de cada afio, se analizaron con el apoyo del paquete estadistico SAS
(Statistical Analisys System) y se realizé pruebas de comparacién de medias por
Tukey con un a=0.05 (Garza, 1994).

5.2.1 Frecuencia de hongos por afo agricola

Segun el analisis estadistico y la comparacion de diferencias de medias nos
muestra que entre los afios agricolas 2009 y 2010 si existen diferencias
significativas en cuanto a la frecuencia de las principales enfermedades, es decir,
en 2009 se presentaron en mayor incidencia las enfermedades en comparacién
con el 2010, lo que coincide con lo obtenido por Cervantes (2011), el cual observé
de igual forma aunque en incidencia en semilla que las localidades en el afio
agricola en el ciclo P-V 2009 presentaron mayor incidencia de hongos
comparadas con el afio agricola P-V 2010. Sin embargo, esta diferencia se da de
manera muy marcada en Puccinia coronata y Puccinia graminis f. sp avenae en la
qgue la diferencia del porcentaje de incidencia casi es del doble comparando el
2009 con 2010.

Scott y Chakravort citados por Lara (2006) citan que las royas son patdgenos
biotroficos por lo tanto existe una relacion entre las células vivas y el hongo; el
patogeno obtiene alimentos y energia de los puntos donde ocurre la infeccion, es

por ello que la planta va perdiendo la formacién de fotosintatos, ademas en el caso



de la roya del tallo los tejidos conductores se colapsan por lo tanto se afecta la
asimilacion de nutrientes a través del xilema y la translocacion de fotosintatos a

través del floema es por esto la importancia que juegan estas dos royas.

Bipolaris victoriae mostro en 2009 1.9 % de incidencia contra 7.5 % en el ciclo
2010; Alternaria alternata mostro 4.7 % de incidencia en 2009 y casi el doble en el
ciclo 2010 con 10.8% de incidencia; Alternaria uredinis de igual forma mostré una
diferencia de casi el doble de incidencia en los dos afios, en 2009 un 6.1 % y en
2010 un 2.5 % (Cuadro 7).

Cuadro 7. Medias de la frecuencia de enfermedades con la agrupacion Tukey de los ciclos P-V
2009 y P-V 2010.

Ano Puccinia P. graminis fs. Drechslera Cochliobolus  Bipolaris  Alternaria
agricola coronata avenae avenacea sativus victoriae alternata

A.uredinis

Drechslera avenacea y Cochliobolus sativus no presentaron diferencias
estadisticas en cuanto a su frecuencia en los dos afios (Cuadro 7; Figura 23), lo
cual pudo deberse a que son hongos que ya se han establecido ampliamente en

los sitios sin importar las condiciones ambientales, presentandose afio con afio.

Cervantes (2011) report6 en sus estudios preliminares que Drechslera avenacea y
Cochliobolus sativus son dos de los hongos fitopatdogenos principales que se
diseminan por semilla y esto afecta directamente al cultivo, el cual ya estando
establecido en campo, sera un problema en el desarrollo vegetativo.

Sillas (2010) de igual forma realiz6 estudios de evaluacion de incidencia de
Cochliobolus sativus y Drechslera avenacea los cuales al igual que en este estudio

no se mostraron diferencias significativas entre los afios de evaluacion en general.
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Figura 23. Frecuencia en porcentaje de hongos encontrados en cada uno de los afios PV-2009 y
PV-2010.

5.2.2 Frecuencia de hongos por altitud

En cuanto al andlisis de la variable altitud existieron diferencias significativas en la
mayoria de las enfermedades, como Puccinia coronata que mostré una frecuencia
de infeccién uniforme en las altitudes de 2000 a 2400 msnm y en los 2400 a 2700
msnm, no obstante en la altitud que va de los 2700 a 3300 msnm su incidencia
disminuyo a un 3.9 % (Cuadro 8 ; Figura 24), aseverando que la roya disminuye su
infeccion a mayor altitud y que esta variable es determinante al menos para el

ataque de la enfermedad.

En el caso de Puccinia graminis f. sp. avenae también existieron diferencias
significativas las cuales reflejan que en altitudes de entre 2400 a 2700 es donde se
ubican los rangos de infeccién 6ptimos para la enfermedad, sin embargo en las
altitudes de 200-2400 y 2700-3300 se presentan en menor frecuencia, esto puede

atribuirse a las condiciones climatolégicas que prevalecen en esos rangos.

El tizon ocasionado por Drechslera avenacea sigue una distribucion diferente al
comparar las altitudes, ya que en los rangos de altitud de 2000-2400 msnm es

donde la frecuencia de la enfermedad es mayor con un 11.7 %; sin embargo en la



altitud de 2400-2700 msnm el porcentaje es ligeramente abajo con 6.9 % pero no
diferente estadisticamente con la altitud anterior, donde si ahi la diferencia
estadistica es a los 2700-3300 msnm ya que su frecuencia disminuye a 3.9 % de

incidencia (Figura 24).

Cochliobolus sativus muestra de igual forma un comportamiento inusual al
analizarlo por altitudes, ya que entre 2000-2400 y 2700-3300 msnm su frecuencia

es de 6.1y 6.9 % y valores estadisticos de cero en la altitud 2400-2700 msnm.

Alternaria uredinis sufre el mismo comportamiento al ser analizada por su
frecuencia en las diferentes altitudes ya que a mayor altitud mayor frecuencia de
infeccion con 9.2 % (2700-3300 msnm) y conforme va disminuyendo la altitud va

perdiendo infectividad.

Cuadro 8. Muestra la diferencia de medias de la frecuencia de enfermedades en cada altitud con la
agrupacion Tukey de los ciclos PV-2009 Y PV-2010.

Puccinia P. graminis Drechslera Cochliobolus Bipolaris Alternaria

Altitud : . .
coronata fs. avenae avenacea sativus victoriae alternata

A.uredinis

2400

2400 a 20.1a 20a 6.9ab Ob 5.1a 8.9a 1.9b
2700

2700 a 3.9b 3.7b 3.9b 6.9a 5.6a 5.9a 9.2a
3300

Para el caso de Bipolaris victoriae y Alternaria alternata, la variable altitud no es
determinante en la infeccién de estos patdégenos ya que no mostraron diferencias
significativas (Cuadro 8; Figura 24) lo que puede relacionarse con lo mencionado
por Prescott et al., (1998) quienes indican que son enfermedades que se adaptan

a una amplia gama de condiciones ambientales.
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Figura 24. Frecuencia en porcentaje de hongos por altitud en los ciclos PV-2009 y PV-2010.

5.2.3 Frecuencia de hongos por localidad (sitios).

Finalizado el analisis estadistico se comprobd que si existen diferencias
significativas en cuanto a la frecuencia de cada una de las enfermedades en los
sitios (localidades). La presencia de los hongos en el follaje pudo relacionarse con
la similitud entre las regiones agroecoldgicas en cuestion, ya que Ruiz (2007)
menciona que las condiciones del ambiente y los factores propios de cada sitio en

Su conjunto, son determinantes para la presencia de los diferentes hongos.

En cuanto a la roya de la hoja Puccinia coronata y la roya del tallo P. graminis f.
sp. avenae el analisis estadistico arrojo que no existe diferencias significativas en
cuanto a la frecuencia de las dos enfermedades entre los 163 sitios. No obstante
en Drechslera avenacea si existieron diferencias significativas siendo las
siguientes localidades: Tepepatlaxco, Hgo (2010), Campus de la UAEM Edo. de
Mex. (2010), Nopaltepec Edo. de Méx. (2009), Popopark, Edo. de Méx. (2010),
Xaltocan, Tlax. (2010), Tepeyahualco-Sahagun, Hgo. (2010) los que mostraron
mayor incidencia (frecuencia) de Drechslera avenacea (Ver figura 25).
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Figura 25. Medias en porcentaje de la presencia de Drechslera avenacea en las localidades de los
ciclos PV-2009 y PV-2010.

En cuanto Cochliobolus sativus la localidad que presentd los mayores porcentajes
de incidencia fue San Francisco, Edo. de Méx. (2010) con 70% de incidencia, pero

entre los demas sitios no existieron diferencias significativas (Figura 26).
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Figura 26. Medias en porcentaje de la presencia de Cochliobolus sativus en las localidades de los
ciclos PV-2009 y PV-2010.



En cuanto Bipolaris victoriae si existieron diferencias y el lugar que registré el
mayor porcentaje de infeccion fue Teacalco, Tlax (2010) con el 90 % de incidencia
(Figura 27), aunque las demas localidades mencionadas no mostraron diferencia

estadisticas significativas.
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Figura 27. Medias en porcentaje de la presencia de Bipolaris victoriae en las localidades de los
ciclos PV-2009 y PV-2010.

Para el caso de Alternaria alternata si existieron diferencias significativas: La
malinche, Tlax (2009) y Nicolas Bravo, Tlax (2010) con 50 y 80 % de incidencia

respectivamente (Figura 28).
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Figura 28. Medias en porcentaje de la presencia de Alternaria alternata en las localidades de los

ciclos PV-2009 y PV-2010.

En cuanto Alternaria uredinis si existieron diferencias significativas siendo el sitio

Avila Camacho,

Edo. de Méx. (2009) el que registro niveles del 70% de incidencia

(Figura 29).
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Figura 29. Medias en porcentaje de la presencia de Alternaria uredinis en las localidades de los

ciclos PV-2009 y PV-2010.



La investigacion de las enfermedades fungosas de avena es muy importante ya
que en México no existia para el cultivo, al menos en la meseta central de México,
por ello y en base a los resultados obtenidos, podria ser posible evaluar afio con
afo las condiciones climatolégicas del entorno donde se desarrolla el cultivo de
avena ya que el ataque de estas varia afio con afo, para asi poder conocer la
epidemiologia de los hongos virulentos y asi proponer estrategias mas acertadas

todo con miras al mejoramiento genético .

Las técnicas moleculares nos ayudaron a identificar de manera exacta las
especies de hongos que nos estuvieron causando dafios serios casi de manera
generalizada en todos los sitios en 2 ciclos agricolas, con esto podria ser posible
realizar pruebas de patogenicidad en avena en invernadero para conocer las
condiciones Optimas de desarrollo de estas enfermedades y ver si esto influye en

el desarrollo de los sintomas en la planta.

Averiguar el comportamiento de las enfermedades foliares como tizones y royas a
bajas y altas altitudes, asi como el comportamiento de las mismas variedades a
estas condiciones, y de ser posible proponer escalas de evaluacion para

enfermedades en avena.

Seria importante realizar estudios que nos permitan conocer si los hongos
saprofitos juegan un papel muy importante en el ataque del tejido foliar una vez
gue ha sido cortado como forraje, ya que se ha observado que algunas variedades

toleran mas el ataque de estos patdgenos en esa etapa.



VI.- CONCLUSIONES

» Se logro identificar 14 especies de hongos fitpatogenos de avena identificados
en los Valles Altos de México, fueron por orden de importancia: Puccinia graminis
f.sp. avenae, Puccinia coronata, Drechslera avenacea, Cochliobolus sativus,
Bipolaris victoriae, Alternaria alternata y Alternaria uredinis, ademas de encontrar
especies en menor frecuencia pero que también se encontraron causando
sintomas severos en el tejido foliar de algunas localidades muestreadas:
Curvularia protuberata, Colletotrichum graminicola, Pleospora sp, Scolecotrichum
graminis f. sp. Avenae, Alternaria triticicola, Cochliobolus hawaiiensis y Alternaria

triticina.

» Se logro identificar tres especies con ayuda de la PCR las cuales fueron
Bipolaris victoriae, Alternaria alternata y Cochliobolus sativus utilizando las

regiones intergenicas ITS4 e ITS5.

» Los géneros de hongos saprofitos no fueron evaluados en el estudio ya que

solo representaron un pequefio porcentaje en comparacion con los patdgenos.

» La incidencia de la roya del tallo y de la hoja fue alta, presentandose en el 61.9
% y 73 % respectivamente del total de sitios evaluados en los dos ciclos P-V/2009
y PV-2010.

» Actualmente se desconoce el comportamiento del complejo de enfermedades
foliares al 100%, solamente se hace énfasis a las royas, por ser las enfermedades
foliares hasta ahora mas importantes de la avena, sin embargo estos hongos
pueden convertirse en patdégenos potenciales que en su momento podrian causar
pérdidas econdmicas importantes que repercutirian en la produccién del cultivo en

los Valles Altos de México.
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