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IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Fusarium spp. CAUSANTES DE LA RONA DE LA
ESPIGA DE TRIGO (Triticum aestivum L.) EN VALLES ALTOS DE OAXACA.

IDENTIFICATION OF Fusarium spp. SPECIES CAUSING THE SCAB OF WHEAT
(Triticum aestivum L.) IN HIGHLANDS OF OAXACA.

M. Zaragoza-Vargas'y S. G.Leyva-Mir?

RESUMEN

La rofia de la espiga de trigo, el tizon de
plantulas y pudricion del pie de los cereales son
enfermedades importantes en el mundo,
ocasionan pérdidas severas en rendimiento de
grano y merman la calidad industrial, los granos
enfermos pueden contener micotoxinas dafiinas
para el ser humano y los animales. Se sabe que
el agente causal es Fusarium, pero hace falta
conocer que especies atacan el grano de trigo
en México; por lo que el objetivo del trabajo fue,
cuantificar la incidencia de Fusarium spp. en la
zona productora de los Valles Altos de Oaxaca,
en las variedades Rebeca F2000, Nana F2007,
Altiplano F2007, Criollo Venturero y Pavon. Se
aisl6 a Fusarium spp. de semilla de trigo del
ciclo Primavera-Verano (P/V) 2013 de un
muestreo al azar y se identificaron las especies
a través de técnicas moleculares 'y
morfolégicas. Los resultados permitieron
identificar a cinco especies, las mas frecuentes
fueron F. graminearum, F. temperatum, y F.
verticillioides, en menor porcentaje F. equiseti y
F. oxysporum. Las técnicas moleculares (PCR)
confirmaron las especies de Fusarium
amplificando dos regiones del genoma, una de
estas regiones corresponde a los espaciadores
internos transcritos o ITS, ademas de los genes
que codifican para el factor de elongacién. La
presencia y diseminacion de Fusarium spp. esta
relacionada con las condiciones ambientales y
la condiciobn genética del material vegetal; lo
cual puede estar relacionado con los resultados
de este trabajo.

micotoxinas,

Palabras clave: Fusarium,

calidad, rendimiento.

! Tesista
2 Director

ABSTRACT

The scab of wheat, seedling blight and stem rot
base of cereals are important diseases
worldwide, causing severe losses in grain yield
and decrease industrial quality, sick kernels can
contain harmful mycotoxins for humans and
animals. Fusarium is the causal agent, but we
need to know which species attack grain of
wheat in Mexico; so the objective of this work
was to quantify the incidence of Fusarium spp.
in the production areas of the highlands of
Oaxaca, in Rebeca F2000, Nana F2007,
Altiplano F2007, Criollo Venturero and Pavon
varieties. Fusarium spp. from a random
sampling of wheat seed during the Spring-
Summer cycles (P/V) 2013 was isolated and
species were identified using molecular and
morphological techniques. The results allowed
to identify five species, F. graminearum, F.
temperatum and F. verticillioides, were the most
frequent, and, F. equiseti and F. oxysporum, in
lesser percentage. The Molecular techniques
(PCR) allowed to confirm Fusarium species
amplifying two regions of the genome, these
regions correspond to the internal transcribed
spacers or ITS, furthermore the coding genes
for the elongation factor. The presence and
spread of Fusarium spp. is related to
environmental and genetic conditions of the
plant material; which can be related to this work
results.

Keywords: Fusarium, mycotoxins, quality, yield.



1. INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum L.) es el cultivo més importante a nivel mundial, ocupa el primer
lugar en superficie y produccion, su grano aporta la mayor parte de los carbohidratos en la
alimentacién humana (Stubbs et al., 1986). Se siembra en alrededor de 75 paises,
figurando entre ellos México; su produccion mundial es alrededor de 579 millones de
toneladas (Villasefior, 2000).

En México en 2013 se sembraron alrededor de 680, 000 has de trigo con una produccién
de 3, 350, 000 toneladas aproximadamente; los estados mas importantes fueron, bajo el
sistema de riego: Sonora, Guanajuato, Baja California, Michoacan y Chihuahua, mientras
que bajo temporal, destaco la region de Valles Altos de México (Tlaxcala y Estado de
México) con 33,806 has, Nuevo ledn con 15,333 has y Oaxaca en tercer lugar con 14,832
has. (SIAP, 2014).

La fusariosis o rofia de la espiga de trigo, el tizén de plantulas y la pudricion del pie de los
cereales son enfermedades importantes en el mundo, ocasionan pérdidas severas en
rendimiento de grano y merman la calidad industrial, ademés de que los granos enfermos
pueden contener micotoxinas dafiinas para el ser humano y los animales. Moedano
(2013), indic6 que el agente causal de la rofia de la espiga es Fusarium. A su vez, Kvas,
et al. (2009), Goswami, et al. (2005), Walg (1988), Gilchrist et al. (2005) e Ireta M.
(1994), han precisado que en las zonas trigueras de temporal de México se han se han
aislado e identificado hasta 18 especies de Fusarium dentro de las cuales destacan F.

graminearum, F. avenaceum, F. nivale F. verticilloides, F. solani y F. equiseti.

En el afio 2013 las condiciones de alta humedad que prevalecieron en la zona de Valles
Altos de Oaxaca, a causa de las lluvias provocadas por el huracan “Ingrid” y la tormenta
“Manuel”, brindaron las condiciones Optimas para la aparicién de la rofia de la espiga del
trigo, por lo que la produccion comercial del ciclo P-V 2013 se vio fuertemente afectada,
con pérdidas de hasta el 100%, asi mismo los materiales genéticos de INIFAP también

sufrieron esas mismas pérdidas (Leyva, 2013, comunicacién personal).

Dado que en la region de Valles Altos de Oaxaca no se cuentan con estudios para
determinar las especies asociadas a la enfermedad denominada rofia de la espiga, que
permitan disefiar un manejo especifico del cultivo para la prevencion y control de la

enfermedad, se decidi6 desarrollar el presente trabajo.



2. OBJETIVO

» Cuantificar la incidencia de Fusarium en trigo de la zona productora de los Valles
Altos de Oaxaca y determinar morfolégica y molecularmente las diferentes

especies asociadas a la rofia de la espiga.

3. HIPOTESIS

» En las zonas trigueras de temporal de México se han reportado las especies
Fusarium graminearum, F. culmorum, F. avenaceum, F. nivale, F. equiseti, F.
verticilloides, y F. solani, por lo que se considera posible que alguna(s) de estas
especies esta(n) asociada(s) a los sintomas de la rofia de la espiga de trigo en

Valles Altos de Oaxaca.

4. REVISION DE LITERATURA

4.1. Enfermedades ocasionadas por Fusarium spp.

La mayoria de las especies del género Fusarium habitan en el suelo y pueden ser
parasitos facultativos, lo cual favorece la sobrevivencia del patégeno en los campos de
cultivo, pues persisten en forma de micelio o formando estructuras especializadas sobre
las residuos vegetales y cuando las condiciones meteoroldgicas son favorables para su
desarrollo, especialmente en la etapa de floracion de los vegetales hospederos, los
conidios son dispersados por el viento o por salpique de las gotas de lluvia o insectos

presentes en las plantas, e inicia el proceso de infeccién (Nicholson et al., 2007)

Las dos enfermedades comunes de los cereales causadas por Fusarium spp. son
pudriciones de la raiz y rofia o fusariosis de la espiga. La rofia o tizon de la espiga del
trigo fue reportada por primera vez en Inglaterra alrededor de 1884 y es importante en
areas calidas y humedas (Dubin et al., 1996); Se reconoce facilmente por la aparicion de
una o mas espiguillas prematuras afectadas con tizon después de la floracion (Ferndndez
y Chen, 2005). Las espiguillas infectadas presentan color paja pélido, en contraste con el
verde normal de las sanas. A medida que se desarrolla el cultivo de trigo, se acumulan

masas de conidios de color rosado pélido a naranja en la base de las espiguillas o a lo
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largo de los bordes de las glumas y lemas. Esta enfermedad puede causar caida y
marchitez de plantulas, pudriciébn de la corona, tizon de los nudos y de los tallos, y
pudricion del grano. Los granos infectados estdn chupados y no son viables, ademas que
pueden contener micotoxinas nocivas para los humanos y animales. (Lawrence y Jeffrey,
2007, Xu et al., 2007; Goswami y Kistler, 2005; Moreno, 1988; Zyllinsky, 1984).

Las especies del género Fusarium producen dos tipos de conidios que difieren en tamafio:
conidios pequeiios llamados microconidios, que pueden o no estar presentes, y conidios
grandes llamados macroconidios, que son producidos por todas las especies, con
caracteristicas morfolégicas especificas por especie. Para la identificacion y diferenciacion
a nivel de especie, entre otras caracteristicas se debe considerar la ausencia o presencia
de microconidos y las caracteristicas especificas de tamafio, forma y nimero de células

de los macroconidios (Zyllinsky, 1984).

4.1.1. Micotoxinas de Fusarium spp.

Las micotoxinas son un grupo heterogéneo de sustancias quimicas que tienen efectos
negativos agudos y/o crénicos sobre la salud de los animales y seres humanos. Pueden
afectar numerosos 6rganos y sistemas, con particular importancia el higado, los rifiones y
el sistema nervioso, endocrino e inmunitario (Whitlow y Hagler, 2005). Varias de ellas
estan clasificadas como carcinégenas o posibles carcindgenicas para los seres humanos
por el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer, de modo que su toxicidad
cronica en dosis bajas suscita preocupacion mayor que la toxicidad aguda, ya que la
exposicion a las mismas es amplia y su poder carcinégeno elevado. (Gonzéalez et al.,
2005; Prandini et al., 2009).

Los géneros de hongos productores de micotoxinas importantes son Aspergillus,
Fusarium y Penicillium. Muchas especies de ellos producen micotoxinas, los mohos
pueden crecer y las micotoxinas producirse antes o durante la cosecha, durante el
transporte, el procesamiento o el almacenamiento Cualquier cosecha almacenada por
varios dias es un blanco para el crecimiento de estos hongos y la formacion de toxinas,
las cuales pueden desarrollarse tanto en areas tropicales como templadas (Prandini et al.,
2009).



Se han reportado cerca de 300 micotoxinas diferentes, pero sélo alrededor de 20 se
encuentran en los alimentos o en concentraciones que pueden considerarse peligrosas
para los animales y personas que consuman estos alimentos. Las micotoxinas mas
conocidas que tienen relevancia desde el punto de vista de la salud son aflatoxinas,
ocratoxinas, fumonisinas, patulinas, tricotecenos (nivalenol, deoxynivalenol y toxina T-2) y

zearalenona (Gonzalez et al., 2005).

4.1.2. Gibberella zeae Schw (Fusarium graminearum Schwabe)

La fusariosis de la espiga del trigo (F. graminearum Schwabe) fue descrita por primera
vez en 1891 por Arthur en los Estados Unidos; posteriormente en 1902 se reportd en
Japon. En México, se observd en 1977 en el area del Altiplano de Jalisco. En la
actualidad, se presenta en las regiones calido-humedas del mundo, como el Norte-Centro
de Europa, Asia, y principalmente en China y Japon, donde la enfermedad se reporta
como endémica (Ireta y Gilchrist, 1994); en 2010 se reportd en granos de trigo en
Australia Occidental (Wright et al., 2010). Las aéreas productoras de trigo de temporal en
México donde la incidencia de la rofia es muy alta son la Sierra Tarasca en Michoacan, la
region de los Altos y la Sierra del Tigre y Tapalpa en Jalisco, el Valle de Toluca y
Jicotepec, Estado de México, principalmente, con incidencias que van de un 10 al 90%,
segun sea la susceptibilidad de la variedad y de las condiciones climatolégicas (Ireta y
Gilchrist, 1994).

4.1.2.1. Sintomas

El lugar de ataque de F. graminearum son las espigas del trigo, particularmente los
organos florales, lo cual reduce la formacion y llenado de granos. El inéculo principal esta
constituido por los macroconidios 0 ascosporas que son diseminadas por el viento y la
lluvia. La espiguilla infectada pierde clorofila rapidamente y se torna descolorida.
Posteriormente toma un color rosa o salmon, especialmente en la base y bordes de las
glumas. Si la humedad se mantiene alta, la espiguilla enferma es invadida por hongos
saprofitos que le dan una coloracién obscura o negra. En el campo las espiguillas
infestadas por la fusariosis se encuentran en el tercio medio de la espiga, debido que ahi

es donde se inicia la antesis, si las condiciones ambientales son favorables, la infeccion



avanza hacia las espiguillas adyacentes y, en algunos casos, puede llegar a toda la

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

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

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

4.1.2.2. Morfologia

Los macroconidios generalmente miden de 25 a 50 ym y el niumero de septos va de 5 a 6,
y suelen ser muy diferentes. Se producen en masas de color naranja o amarillo, en la
base de las espiguillas o en las orillas de las glumas o lemas; éstos son hialinos, rectos o
moderadamente curvada con la superficie ventral recta y el lado dorsal suavemente
arqueado y con frecuencia tienen una célula apical alargada que se curva y adelgaza
abruptamente hacia un punto y la morfologia de la célula basal bien desarrollada la forma
del pie. Los esporodoquios de color naranja palido, pero a menudo raros o dificiles de
encontrar. Los macroconidios en el esporodoquio suelen ser uniformes en forma y
tamafio. Cuando se presentan periodos prolongados de tiempo himedo y caliente durante
la cosecha, con frecuencia, se desarrollan peritecios superficiales sobre las espigas y paja
infestadas (Leslie y Summerell, 2006; Zillinsky, 1984).

4.1.2.3. Biologia y Epidemiologia

Los residuos de cultivo juegan un papel importante en la sobrevivencia de F.
graminearum, pues éste perdura en forma de micelio o peritecios inmaduros en las
espiguillas infestadas del trigo o restos de mazorcas de maiz, también sobre los rastrojo
de maiz y trigo. Otra importante fuente de indculo son los granos de trigo infestados que

qguedan en el suelo después de la cosecha. Las practicas culturales son determinantes en



la sobrevivencia del indculo primario, ya que al incorporar el rastrojo se logra disminuir la

viabilidad de este y, por consiguiente reducirlo (Ireta y Gilchrist, 1994).

Las condiciones apropiadas para la produccion del in6culo son humedad relativa elevada
y una temperatura ligeramente célida. La temperatura requerida para la formacion de
macroconidios es de 16°C a 36°C, con un 6ptimo de 32°C. La formacién de peritecios en
campo se observa de cuatro a cinco semanas después de las primeras infecciones,
siempre y cuando las condiciones ambientales se mantengan favorables. Se ha
observado que las ascosporas se pueden producir con temperaturas de 13°C a 33°C, con
un 6ptimo de 25 a 28°C. La luz ultravioleta juega un papel importante en la produccién de
peritecios y ascosporas (Ireta y Gilchrist, 1994). El teleomorfo es Gibberella zeae, este
hongo es transmitido por semilla, pasa el invierno como micelio en residuos infestados y
como peritecios en avena, cebada, maiz, trigo y otros residuos enfermos del ciclo anterior,
las ascosporas producidas en peritecios, se difunden por el viento a las plantas
hospedantes, los conidios de Fusarium spp. son producidos a partir de micelio y también

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

4.1.2.4. Hospedantes

Los hospedantes comunes de F. graminearum, ademas del trigo, son cebada, avena,
centeno, maiz, alfalfa y el triticale. También se reportan que algunas gramineas
silvestres, como Brachiaria plantagia (LK.) Hitch., Pennisetum purpureum Chumach,
Pennisetum clandestinum Chiov., Digiiaria sanguinalis Scap., Paspalum spp. Andropogon
bicornis y Eryathus sp., son hospedantes secundarios (Leslie y Summerell, 2006; Ireta y
Gilchrist, 1994).

4.1.3. Gibberella moniliformis Wineland. (Fusarium verticillioides Saccardo

Nirenberg)

4.1.3.1. Importancia

Las enfermedades causadas por F. verticillioides se encuentran distribuida en todo el
mundo (Agrios, 1998). Se reporta controversia sobre el nombre de este especie con F.
moniliforme y F. verticillioides. Este ultimo es el aceptado para nombrar esta especie.

Generalmente se asocia con maiz donde ocasiona la pudricion del tallo y podredumbre de



la mazorca que se traducen en pérdidas de rendimiento y calidad de grano (Leslie y
Summerell, 2006).

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

lesiones de la piel (Leslie y Summerell, 2006).

4.1.3.2. Sintomas

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

la mazorca y el tallo en maiz (Warham et al., 1998).

4.1.3.3. Morfologia

La pigmentacion en el agar varia de nula a grisacea o naranja a violeta gris, violeta oscuro
0 magenta o casi negro. Los macroconidios son dificiles de encontrar, son hialinos,
relativamente largos, con paredes delgadas y su forma varia de curvos a casi rectos; tiene
de tres a cinco septos, la célula apical frecuentemente cénica o en punta y la célula basal
con muesca o en forma de pie (Leslie y Summerell, 2006). Miden 25-60 por 2-4 um.
Nunca hay clamidosporas en el micelio o los conidios. Los peritecios se presentan rara
vez y son esféricos y de color negro azulado, de 250-350 um de alto por 220-300 um de
diametro, las ascosporas son hialinas, rectas, en su mayoria con un septo y miden de 4 a
7x12a 17 ym (Warham et al., 1998).

Los microconidios por lo general son hialinos, generalmente unicelulares, pero en
ocasiones bicelulares; miden de 5 a 12 x 1 a 3 uym, tienen forma oval o“garrote” y estan
ligeramente aplanados en cada extremo. Se forman a partir de monofialides, que pueden
producirse en pares en forma de “V” para dar una apariencia de "orejas de conejo" (Leslie
y Summerell, 2006).



4.1.3.4. Biologiay Epidemiologia

Sobreviven en residuos de cosecha y en las semillas. Se propagan por el viento, lluvia,
insectos y transmision por semilla (Ooka y Kommedahl, 1977). La transmision por semilla
se puede encontrar en tejidos asintomaticas en toda la planta (Wilke et al., 2007).

4.1.3.5. Hospedantes

Este hongo se asocia con una gama amplia de enfermedades, F. verticillioides causa
pudricion de la parte superior de la cafia de azlcar, pudricién del pie en arroz y pudricién
de la corona en espérragos; puede infestar hasta 11 000 especies de plantas (Leslie y
Summerell, 2006).

4.1.4. Gibberella avenacea Cook (Fusarium avenaceum (Fries) Saccardo)

Esta especie causa pudriciones de la raiz, corona y la rofia. Se encuentra distribuida en
una gran diversidad de temperaturas (Zillinsky, 1984), y regiones templadas y en menor
grado en zonas tropicales (Warham et al., 1998). Es mas frecuente en climas frios y
hamedos (Wiese, 1987). Producen micotoxinas dafiinas a los humanos y animales,
pueden permanecer en los granos almacenados varios afios. El estado teleomorfo
Gibberella avenacea Cook, es una de las especies importantes en el mundo, esta especie
puede producir cantidades significativas de metabolitos toxicos incluyendo moniliformina y
enniatins (Bottalico, 1998).

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

humedad relativa constante (Parry et al., 1995; Wiese, 1987).

4.1.4.2. Morfologia

La tasa de crecimiento varia de lento a rapido. Fusarium avenaceum forma micelio
abundante que varia de color blanco a amarillo claro a rosa grisaceo. Cuando aparecen
tonalidades naranja palido a marron es indicio de que ya se formaron los esporodoquios
en una masa de esporas en la region central. El pigmento formado en el agar es de color

rosa grisaceo a borgofia, pero puede aparecer de color marrén debido a la luz reflejada de



la masa de esporas en el centro, la morfologia de la colonia es variable (Leslie y
Summerell, 2006; Wiese, 1987).

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

teleomorfico en las plantas infestadas (Zillinsky, 1984).

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

polifialides (Leslie y Summerell, 2006).

4.1.4.3. Biologiay epidemiologia

El desarrollo de esta enfermedad se favorece por condiciones calidas y himedas durante
y después del espigamiento (Zillinsky, 1984). Los hongos se multiplican en el cereal
infestado y en los residuos de pasto en el suelo y contaminan la semilla (Wiese, 1987).
Las ascosporas se producen al final del cultivo por lo que no contribuyen en el in6culo
secundario, persistiendo en los residuos de cosecha (Wiese, 1987). El in6culo de los
residuos de cosecha y el que proviene del suelo pueden provocar la marchitez de las
plantulas y la pudricion del tallo. Las infecciones pueden causar lesiones en la base del
tallo, que afectan el funcionamiento vascular y provocar retraso en el crecimiento (Nelson
et al., 1981), las cuales pueden actuar como una fuente de indculo para la infeccién de las
espigas al momento de la floracién a través de la dispersion de esporas por salpicaduras,
lo que causa el tizon de la espigas, cuando es grave provoca pérdidas considerables del

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

4.1.4.4. Hospedantes

Es cosmopolita, con respecto a la tolerancia climatica, asi como los hospedantes, abarca
las legumbres, coniferas y claveles (Booth, 1971). Se encuentra con frecuencia en el
grano, tallo y rastrojo de varios cereales, incluido trigo y cebada (Leslie y Summerell,
2006).



4.1.5. Fusarium culmorum (W.G. Smith) Saccardo.

Es un patdgeno que reporta pérdidas considerables de rendimiento en las zonas
humedas. Las espigas infestadas son portadoras de micotoxinas en el grano cosechado.
La infestacién de las espigas se produce durante la floracién y se favorece por el clima
himedo y temperaturas cdélidas. Las micotoxinas producidas por F. culmorum son
deoxinivalenol, el nivalenol zearalenona y fusarenone, que son un peligro potencial para la
salud de los seres humanos y los animales (Chandra et al., 2011;Wagacha y Muthomi,
2007). F. culmorum se asocia a una dermatitis en seres humanos (Snijders et al., 1996).

4.1.5.1. Sintomas

Produce lesiones de color café a marrén rojizo, se pueden observar en la base de la hoja
en las plantulas o en el tallo, justo debajo de la superficie del suelo. Algunas plantas
pueden tener estos puntos en el mesocotilo cerca de la semilla (Hajieghrari, 2009; Nyvall,
1999).

4.1.5.2. Morfologia

La especie produce macroconidios cortos, gruesos o robustos, hialinos, curvos
uniformemente, y puntiagudos en su apice (Wiese, 1987); generalmente tienen de tres a
cinco septas y miden de 30-60 pm x 4-7 um, no se producen microconidios ni peritecios,
las clamidosporas se desarrollan eficientemente en el suelo y funcionan como mecanismo
de supervivencia (Zillinsky, 1984). El micelio es generalmente de color blanco, pero a
menudo de color amarillo a marrén, crece rapidamente produciendo abundantes
esporodoquios en una gran masa de esporas central (1 a 2 cm de didmetro), que
inicialmente es de color naranja palido, pero se forma marron oscuro (Wagacha y
Muthomi, 2007; Leslie y Summerell, 2006).

4.1.5.3. Biologia y Epidemiologia

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

conidios infestan las espigas durante un periodo de susceptibilidad durante la antesis. El
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éxito de la infestaciébn depende de muchos factores, como las condiciones climaticas,
principalmente de temperatura, humedad, el nivel de resistencia de los cultivares y la
fertilizacién de nitrégeno, entre otros; sin embargo la humedad es el factor mas importante
(Wagacha y Muthomi, 2007).

4.1.5.4. Hospedantes

F. culmorum es un agente causal de enfermedades en los claveles, lUpulo, puerros, el
abeto de Noruega y fresas, cereales como trigo y cebada y donde ocasiona en sorgo la
reduccion de la germinacion de semillas (Leslie y Summerell, 2006).

4.1.6. Fusarium. equiseti (Corda) Saccardo

Es una especie que se presenta frecuentemente como un hongo del suelo, constituyendo
una alta proporcién de la microflora en algunas areas. Sin embargo, no se considera

como un patégeno serio de los cultivos cerealicolas (Zillinsky, 1984; Vargas, 2006).

Los esporodoquios son color naranja. Los macroconidios en los esporodoquios por lo
general son uniformes en forma y tamafio y deben ser utilizados para fines de
identificacion de este hongo. Estos macroconidios son largos o muy largos y delgados.
Los macroconidios han formado una curvatura dorsiventral tipica. La célula apical es
conica y alargada o incluso llega a tener forma de latigo. La célula basal tiene una forma
de pie prominente que puede ser alargada en apariencia. Genera de 5 - a 7 septas
midiendo de 50-100um x 3.5-6.0um. Esta especie genera abundantes esporodoquios

(Leslie y Summerell, 2006).

Es un habitante del suelo cosmopolita y es efectivo en colonizar las raices de plantas en
unas temperaturas que van de 13 ° C a 30 ° C (Saremi et al., 1999). Como colonizador
raiz puede reducir o prevenir la asociacion de un hongo micorrizico con la raiz. F. equiseti
es especialmente comdn en las zonas mas secas, por ejemplo, Bahrain (Mandeel,1996) o
Israel (Joffe et al., 1977), aunque también puede ser encontrado en suelos cerca del
Circulo Polar Artico (Kommedahl et al., 1988). Esta especie es un colonizador comun de

senescentes o tejido vegetal dafiado. No es inusual aislar a F. equiseti de material de trigo
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enfermo, sin embargo, los registros de F. equiseti como un patdgeno deben ser tratados

con precaucion (Leslie y Summerell, 2006).

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Sitio de muestreo

Durante el ciclo de cultivo Primavera-Verano 2013 (PV-2013), en las comunidades de
Santiago Tillo, San Andrés Sinaxtla, Santo Domingo Yanhuitlan y San Bartolo Soyaltepec,
ubicadas en la regién montafiosa de la subprovincia de la Mixteca Alta en los Valles Altos
del estado de Oaxaca, utilizando un muestreo completamente al azar, se colectaron
nueve muestras de 25 espigas cada una, con dos repeticiones, (450 espigas) de trigo de
las variedades Altiplano F2007, Criollo Venturero, Nana F2007, Pavén y Rebeca F2000,
del programa de trigo del Instituto Nacional de Investigacién Forestal, Agricola y Pecuaria

(INIFAP), cultivadas bajo condiciones de temporal (Cuadro 1).

Cuadro 1. Sitios donde se llevé a cabo el muestreo

Muestra | Municipio Localidad Variedad
1 Santiago Tillo Santiago Tillo Criollo
Venturero
2 San Andrés Sinaxtla San Andrés Sinaxtla Nana
3 San Andrés Sinaxtla San Andrés Sinaxtla Altiplano
4 Santiago Tillo San Mateo Yucucui Criollo
Venturero
5 Santo Domingo | Yanhuitlan Rebeca
Yanhuitlan
6 Santo Domingo | Sitio Experimental | Nana
Yanhuitlan Mixteca Oaxaquefia
San Bartolo Soyaltepec San Pedro Afafie Pavon
San Bartolo Soyaltepec San Pedro Afafie Rebeca
9 San Bartolo Soyaltepec San Pedro Afafie Rebeca

5.2. Municipios donde se realiz6 el muestreo

Durante el ciclo de cultivo Primavera-Verano 2013, el programa de trigo del INIFAP,
establecié parcelas de cultivo de trigo bajo condiciones de temporal en la zona de Valles

Altos de Oaxaca, cuyo manejo correspondid a las recomendaciones del mismo Instituto
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para esa region del pais (Villasefior, 2013, comunicacién personal). Sin embargo, debido
a la presencia del huracan “Ingrid y la tormenta “Manuel”, las condiciones de humedad
que prevalecieron en la zona, brindaron las condiciones Optimas para la aparicion de la
rofia de la espiga del trigo, afectando seriamente la produccion con pérdidas de hasta el
100%, por lo que se consider6 el muestreo en cuatro municipios cuya ubicacion y

condiciones meteoroldgicas se describen a continuacion.

5.2.1. Santiago Tillo

Se localiza al noroeste del Estado de Oaxaca a 2,080 metros sobre el nivel del mar, a 17°
27" latitud norte y 97° 19' longitud oeste. El clima que presenta de acuerdo a la
clasificacion de Copen es templado subhimedo con lluvias en verano, con temperatura
promedio anual de 16.4° C y precipitacién pluvial de 847 mm promedio anual (Municipios
de México, 2015).

5.2.2. San Andrés Sinaxtla
Se localiza al noroeste del estado de Oaxaca, a 2,100 metros sobre el nivel del mar, a
17°28' de latitud norte y 97°17' longitud oeste. El clima de este municipio es templado con

las variaciones propias del tiempo (Municipios de México, 2015).

5.2.3. Santo Domingo Yanhuitlan
Se localiza en las coordenadas 17°31' de latitud norte y 97°20" de longitud oeste en la
parte noroeste con relacion a la capital del estado, a una altura de 2,140 msnm. El clima

en este municipio es sub-himedo con lluvias en verano (Municipios de México, 2015).

5.2.4. San Bartolo Soyaltepec

Se localiza en la parte noreste del estado, en las coordenadas 97°18' longitud oeste,
17°35' latitud norte y a una altura de 2,280 metros sobre el nivel del mar. Su clima es

templado (Municipios de México, 2015).

5.3. Variedades Muestreadas

El programa de trigo de INIFAP ha liberado algunas variedades de trigo para siembra en

temporales favorables e intermedios en México, entre las que se encuentran Altiplano
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F2007, Nana F2007, Pavon y Rebeca F2000; ademas de éstas variedades mejoradas
también se muestreo un trigo criollo conocido como “criollo venturero™ el cual es un criollo
que se ha venido sembrando en la regiébn por mucho tiempo, cuyas caracteristicas se

describen a continuacion.

5.3.1. Altiplano F2007

Es de hébito de primavera y fue obtenido en el Programa de Mejoramiento Genético de
Trigo de Temporal del INIFAP por hibridacién y seleccion en el afio 2007. Su ciclo de
cultivo promedio es de 116 dias a madurez fisioldgica (ciclo tardio), con una altura de
planta de 94 cm (porte medio), de buena capacidad de amacollamiento, de tallos gruesos,
y resistente al acame (INIFAP, 2011).

Después de seis afios de evaluacién en ambientes de temporal, Altiplano F2007 registro
lecturas de OR (resistencia R) a 20 MR (moderada resistencia MR) a Roya de hoja
(Puccinia triticina). Y es resistente a moderadamente resistente (OR a 15MR) a las razas
presentes de Roya amarilla (Puccinia striiformis f. sp. tritici) hasta P-V/2009 vy
moderadamente susceptible con lecturas de (40MS) a la raza 474MEX384 que se
presentd en el ciclo O-1/09-10 en el Bajio (INIFAP, 2011).

5.3.2. Nana F2007

Es una variedad de trigo harinero de gluten fuerte, de ciclo precoz, de alto potencial,
resistente a royas, tolerante a enfermedades foliares y con buena respuesta en cualquier
condicion de siembra bajo temporal. Esta variedad a pesar de ser de ciclo corto, expresa
el alto potencial de rendimiento de los genotipos tardios, por lo que incrementara los
rendimientos en un 17% en promedio, con mayores ventajas que todas las variedades
testigo en ambientes de sequia (hasta 22% en promedio), sin dejar de ser notable su

mayor productividad también en ambientes lluviosos y medio lluviosos (Villaserior,
2007).

5.3.3. Rebeca F2000

Es una variedad de trigo harinero que se obtuvo que a través del Programa Cooperativo
de Mejoramiento Genético entre el INIFAP y CIMMYT; la linea se evalué por el INIFAP de
1996-2000 en 13 estados de la republica en 90 pruebas diferentes. Sus tallos son

resistentes al acame, por lo que se puede someter a manejos intensivos en densidad de
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siembra y fertilizacién para lograr rendimientos altos; su espigamiento es uniforme y sus
espigas maduras son de color amarillo claro, laxas y erectas; su grano es mediano, de
color ambar a rojo claro y consistencia media dura. Bajo la incidencia natural de las
enfermedades que se registraron durante su evaluacion, esta variedad mostré inmunidad
e roya del tallo (Puccinia graminis f.sp. tritici) y de roya amarilla (P. striiformis f.sp. tritici),
de moderada resistencia a moderada susceptibilidad a roya de la hoja (P. triticina) y
moderada resistencia a tizon foliar (Cochliobolus sativus), mancha bronceada
(Pyrenophora tritici-repentis), mancha foliar (Septoria tritici), tizbn de la gluma (S.
nodorum), mancha de la hoja (Fusarium nivale) y rofia de la espiga (F. graminearum)
(Villasefior et al, 2000a; 2004).

5.4. DETERMINACION DE INCIDENCIA Y SEVERIDAD DE RONA DE LA ESPIGA EN
LAS MUESTRAS COLECTADAS.

La determinacién de la incidencia de la rofia del trigo se realiz6 mediante observacion
directa de cada una de las 450 espigas colectadas; se contabilizé el nUmero de espigas
con sintomas de la enfermedad por cada una de las muestras. La suma de las espigas
infectadas con relacion al total de espigas por muestra se expresé como porcentaje de
incidencia por localidad (Figura 1(a)).

Para determinar la severidad de la enfermedad, a partir de la observacion de cada espiga,
considerada como unidad de observacion, se contabilizé el numero de espiguillas con
sintomas de la rofia. La totalidad de las espiguillas afectadas con relacion al total de
espiguillas por espiga, fueron expresados como porcentaje de severidad de la espiga. La
suma del porcentaje de severidad de cada una de las 25 espigas que componen una
muestra se pondero para calcular la severidad de la rofia de la espiga por localidad
(Figura 1 (b)).
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Figura 1. a) Espigas que comprendian una muestra; b) Espiga con dafio.

5.4.1. Aislamiento de Fusarium spp.

De acuerdo con Mezzalama (2012), para la adecuada identificacion de hongos del
género Fusarium asociados a distintas enfermedades del trigo, a partir de granos o

semillas, se recomienda utilizar la prueba de Papel secante y congelacion.

5.4.1.1. Método de Papel Secante y Congelacion (Freezing Blotter)

Para el aislamiento de hongos del género Fusarium a partir de grano, se utilizé la prueba
de sanidad de papel secante y congelacion descrita por Warham et al. (1998). Un total de
16 granos de trigo por muestra fueron desinfestados con hipoclorito de sodio (NaCl) al 3
% durante 3 minutos y enjuagados con tres cambios de agua destilada estéril durante 1
minuto; enseguida fueron colocados sobre papel filtro himedo, dentro de cajas de plastico
transparente y se sellaron para su incubacion durante dos dias a temperatura ambiente
de 20 a 25 °C, con un fotoperiodo de 12 h con luz blanca proporcionada por lampara de
32 Watts. Transcurrido el tiempo se sometieron a congelacion a temperatura de -15 a -20
°C durante 24 h, y finalmente las cajas se mantuvieron bajo las condiciones iniciales de la

prueba durante 11 d (Figura 2).

La prueba se evalu6 a los 14 d después de su establecimiento. Para identificar desarrollo
micelial y diferenciar el crecimiento de honhos del género Fusarium a partir del grano,
cada grano se observd con microscopio estereoscopico (Olympus SZ51) y se hicieron
preparaciones temporales que se observaron al microscopio compuesto (Olympus CX31)
apoyandose para la identificacion las caracteristicas morfolégicas descritas por Warham
et al. (1998) y Barnett y Hunter (1988).
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Figura 2. a) Granos de trigo en cajas transparentes; b) Esporulacién de los hongos en

grano.

5.4.1.2. Aislamiento y purificacion

A partir de granos infectados, se hizo el aislamiento de hongos del genero Fusarium
mediante la transferencia de micelio a cajas Petri con medio de cultivo Agar Agua (A-A).
Las cajas se incubaron durante 8 d a 25 °C con luz blanca. De cada aislamiento, se

obtuvieron cultivos monoconidiales.

Para la obtencidon de cultivos monoconidiales de cada aislamiento, de acuerdo con lo
descrito por Morales et al. (2007) y Moreno et al. (2005); en condiciones asépticas, se
prepard una suspension de conidios en 10 mL de agua destilada estéril; por separado,
cada suspension se depositd en una caja Petri con medio de cultivo A-A, después de 10 s
se decanto y elimino el exceso de humedad sobre papel absorbente estéril, las cajas se
incubaron a temperatura ambiente por 24 h con luz blanca. Tres conidios germinados de
cada aislamiento, se transfirieron de forma independiente a cajas Petri con medio de
cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), y otros tres conidios germinados se transfirieron a una
caja con medio de cultivo A-A con trozos de hojas de clavel previamente esterilizados.

Los cultivos monoconidiales obtenidos se incubaron bajo condiciones de 22 a 25 °C con
intervalos de cuatro dias bajo oscuridad y posteriormente con luz blanca hasta obtener
abundante esporulacién (Figura 3. a).

Se realiz6 la conservacion de los hongos en tubos de ensaye con medio de cultivo PDA 'y
aceite mineral (Figura 3. b).
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Figura 3. a) Aislamiento del hongo en nuevas cajas de PDA; b) Conservacion del hongo

en tubos con PDA y aceite.

5.5 Caracterizacién morfolégica

La identificacion morfologica de los hongos se realiz6 a partir de los aislamientos
desarrollados en cajas de Petri sobre medio de cultivo PDA y AA con clavel, basado en
las caracteristicas descritas en las claves taxonémicas especializadas de Booth (1971),
Nelson et al. (1983) y Leslie y Summerell (2006).

Las caracteristicas morfolégicas consideradas durante la identificacién fueron: Velocidad
de crecimiento, pigmentacion y aspecto del micelio aéreo, nivel colonia de cultivo, asi
como presencia 0 ausencia, arreglo, tamafio, forma y coloraciébn de micronocidios;
tamafio, forma, coloracion y nimero de células de macroconidios, y presencia o ausencia

de clamidosporas.

5.6. Caracterizacion molecular

Doce cepas diferentes fueron consideradas para ser caracterizadas a través de técnicas

moleculares.
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5.6.1. Extraccién de DNA
Para la extraccion del DNA fangico, se siguié el protocolo descrito por la empresa
Macrogen para la utilizacion del Kit DNeasyPlant Mini Kit, Marca Quiagen.

De cada hongo purificado e incubado durante 15 dias en medio de cultivo PDA y Agua-
Agar, se transfirieron de 50 a 100 mg de micelio, a un tubo de microcentrifuga
(Eppendorf), se adicionaron 400 pL de Buffer AP1 y 4 uL de RNasa, se agité en vortex, se
incubaron las muestras en bafio maria por 10 min a 65 °C, agitando por inversion 2 6 3
veces; se adicionaron 130 yL de Buffer AP2 y se mantuvieron 5 min en hielo. La mezcla
se coloco en la columna QlAshredder Mini spin y se centrifug6 por 2 min a 14,000 rpm. Se
transfirio el liquido que pasoé por la columna a un nuevo tubo de microcentrifuga, al que se
le adicionaronl.5 volumenes del buffer AP3/E; se colocé en una columna DNeasy Mini
spin, se centrifugd por 1 min a 8 000 rpm, se paso a un nuevo tubo, se agregaron 500 uL
del buffer AW, se centrifugd por 1 min a 8 000 rpm, se agregaron otros 500 yL del buffer
AW y se centrifug6 por 2 min a 14, 000 rpm, con el propdsito de lavar el ADN; finalmente,
se transfirid la columna DNeasy Mini spin a un tubo nuevo, se pusieron 100 uL de buffer
AE del DNeasy para la elucién, se incubé por 5 min a temperatura ambiente y se

centrifugd por 1 min a 8,000 rpm (Qiagen, 2012).

5.6.2. PCR y secuenciacion

Una vez obtenido el ADN de las 12 cepas, el producto fue enviado a los Laboratorios de
MACROGEN en Korea para la amplificacion de dos regiones universales, una
correspondiente a la region ITS, asi como la regién de los genes que codifican para el

factor de elongacion.

Para la amplificacién de la region ITS se utilizaron los iniciadores universales ITS-4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS-5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) de
genes rRNA, de las subunidades 18S, 5.8S y 28S. Los cuales amplifican un espaciador
intergénico interno (ITS) y generan un producto de talla variable entre 550 y 585 pares de

bases (pb) aproximadamente.
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Por su parte los genes que codifican para el factor de elongacion son EF1
ATGGGTAAGGAGGACAAGAC y EF2 GGAAGTACCAGTGATCATGTT, generan un
producto de 700 pares de bases.

5.7. Disefio experimental

Se realizé un disefio experimental completamente al azar con dos repeticiones. Se corrio
un Andlisis de Varianza (ANOVA) al 95% y en los casos donde al menos uno de los
tratamientos fue diferente se aplicé una prueba de Tukey con un 95% de confiabilidad.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Incidenciay severidad de rofia de la espiga

Se observaron espigas con coloracién palida, de apariencia polvosa y compacta, con

visible micelio de color rosa claro, ubicado principalmente en la base de las glumas.

La incidencia de la rofia de la espiga del trigo reporté niveles elevados en todas las
muestras, en ocho de ellas alcanz6 el 100% y solo en una del 96% (Cuadro 2). En cuanto
a la severidad, de las muestras evaluadas, la variedad Nana del Municipio de Santo
Domingo Yanhuitlan en la localidad Sitio Experimental Mixteca Oaxaquefia presento
100% de dafo, el 66.6 % de las muestras se encontraron con valores de 60 a 86% de

severidad, y el 22.2% de las muestras con severidad menor del 60% (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Incidencia y severidad de rofia de la espiga, en las muestras.

Incidencia Severidad

Muestra Municipio Localidad Variedad (%)* (%)
1 Santiago Tillo  Santiago Tillo Criollo 100 51.64
Venturero

2 Sgn Andrés San Andrés Nana 96 80.36
Sinaxtla Sinaxtla
San Andrés San Andrés .

3 Sinaxtla Sinaxtla Altiplano 100 85.61

4  SantiagoTilo  San Mateo Yucucui CHoM° 100 40.72

Venturero

Santo Domingo "

5 Yanhuitlan Yanhuitlan Rebeca 100 67.8
Santo  Domingo Sitio Experimental

6 Yanhuitlan Mixteca ) Nana 100 100

Oaxaguena

San Bartolo - ,

7 Soyaltepec San Pedro Afarie Pavon 100 64.59
San Bartolo -

8 Soyaltepec San Pedro Afarie Rebeca 100 78.08
San Bartolo -

9 Soyaltepec San Pedro Afarie Rebeca 100 80.92

*% de espigas muestreadas con dafio
**0% de estratos o nudos afectados por espiga

6.1.1 Analisis estadistico, paraincidenciay severidad en espiga

En el caso de la incidencia de la rofia de la espiga se corri6 un ANOVA al 95% y no se

encontraron diferencias entre variedades. Se aplicd una prueba de Tukey con un 95% de

confiabilidad, solo con el objetivo de realizar una agrupacién demostrativa (Cuadro 3).

Cuadro 3. Anadlisis de incidencia de rofia de la
espiga por variedad; en espiga.

Agrupamiento Medias Variedad
Tukey
A 100 Criollo venturero
A 100 Pavon
A 100 Altiplano
A 100 Rebeca
A 97.75 Nana
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Mientras que en el caso de severidad, se corri6 un ANOVA al 95% encontrandose
diferencias estadisticas entre variedades y se aplicé una prueba de Tukey con un 95% de
confiabilidad; la variedad Nana y la variedad Altiplano son las que resultaron con una
mayor severidad con 89.84 y 85.30%, respectivamente. Por su parte la variedad Criollo
Venturero presentd la menor severidad de la enfermedad con 45.84% (Cuadro 4). Al
hacer el mismo analisis, considerando el municipio se encontré que Santiago Tillo fue el
municipio con menor severidad (variedad Criollo Venturero), mientras que Santo Domingo
Yanhuitlan, San Andrés Sinaxtla y San Bartolo Soyaltepec resultaron con una alta
severidad de la enfermedad, sin diferencia estadisticamente significativa entre si (Cuadro
5).

Cuadro 4. Andlisis de severidad de rofia de la
espiga por variedad; en espiga.

Agrupamiento Medias Variedad
Tukey
A 89.84 Nana
A 85.30 Altiplano
BA 75.30 Rebeca
B C 64.29 Pavon
C 45.84 Criollo venturero

Cuadro 5. Anadlisis de severidad de rofia de la
espiga por municipio; en espiga.

Agrupamiento Medias Municipio Variedades.
Tukey
A 83.45 Santo Domingo Rebeca y Nana
Yanhuitlan
A 82.74 San Andrés Sinaxtla Nana y Altiplano
A 74.26 San Bartolo Soyaltepec Pavon y Rebeca
B 45.84 Santiago Tillo Criollo Venturero

6.2. Caracterizacién morfoldgica

A partir de muestras de espigas de trigo con sintomas de la enfermedad conocida como
rofia de la espiga del trigo, provenientes de las diferentes localidades de los Valles Altos
de Oaxaca, se obtuvieron 64 aislamientos de hongos del género Fusarium, y se

identificaron cinco especies cuyas caracteristicas concuerdan por las descritas por Booth
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(1971), Leslie y Summerell (2006), Nelson et al. (1983), Scauflaire et al. (2011), Warham
(1998) vy Zillinsky (1984), para Fusarium graminearum, F. temperatum, F. verticilloides,
F.equiseti y F. oxysporum.

Los asilados cultivados en medio PDA desarrollaron una pigmentacion y tipo de micelio
aéreo que se describe en el Cuadro 6, concordante con lo descrito por Lester et al.
(1988).

Cuadro 6. Caracteristicas de las colonias de aislamientos de Fusarium spp. desarrolladas
en medio de cultivo papa dextrosa agar.

Especie Crecimiento Pigmentacion Micelio
F. graminearum Rapido Rosado a purpura en ambos lados Algodonoso
F. verticilloides  Rapido Rosado a purpura en ambos lados Algodonoso
F.temperatum  Rapido Purpura obscuro en ambos lados Algodonoso
F. oxysporum Rapido Purpura en el micelio y purpura Algodonoso

obscuro en el agar.

F.equiseti Rapido Café en ambos lados Algodonoso

6.2.1. Fusarium graminearum

El crecimiento a partir de la semilla es con abundante micelio de aspecto algodonoso, con
coloracion inicialmente blanco que se torna de amarilla a rojo. Las colonias sobre medio
de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) presentaron crecimientos rapidos, con micelio
algodonoso de coloracién rosado palido en un inicio y tornAndose purpura después de 12
dias. Se observaron macroconidios hialinos, de rectos o ligeramente curvos, con tres a
siete septas, de 25-50 por 2.5- 5 uym. La célula basal se observé semejante a un pie bien
desarrollado y una célula apical curva muy puntiaguda. Clamidosporas esféricas hialinas a

color café pélido, de 10-12 p (Figura 4).
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Figura 4. Morfologia de Fusarium graminearum. A) Colonia en granos de trigo; By C)
Crecimiento de la colonia en medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA); D, E y F)
Macroconidios célula basal en forma de pie y célula apical curva muy puntiaguda (100X).

6.2.2. Fusarium temperatum

Los aislados presentaron micelio aéreo algodonoso con una coloracién rosa, la
pigmentacion en el agar fue de un color violeta. Los macroconidios hialinos falcados de 3
a 6 septos. Microconidios de ovales a ovoides hialinos de 0 a 2 septas, en falsas cabezas

(Fig. 5). Presentan monofialides y polifialides, clamidosporas ausentes.
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Figura 5. Morfologia de Fusarium temperatum. A) Crecimiento de la colonia en los
granos de trigo; B) Crecimiento aéreo de la colonia en PDA, micelio aéreo algodonoso con
una coloracién rosa; superficie de la colonia en PDA, color violeta; C) Macroconidios
hialinos falcados. D) Microconidios de ovales a ovoides en falsas cabezas (100X).

6.2.3. Fusarium verticilloides

La colonia en semilla se observé de color blanco, con micelio aéreo con apariencia
pulverulento a causa de la formacién de microconidios. La pigmentacion en el medio PDA
varid, desde un color blanquecino algodonoso a roséaceo violeta. Los microconidios
hialinos, generalmente unicelulares, pero en ocasiones bicelulares; midieron de 5-12 x 1-3
pum, con forma oval o de garrote y ligeramente aplanados en cada extremo (Figura 6). Los
macroconidios son hialinos, delicados, con paredes delgadas, y su forma varia de curvos
a casi rectos; tienen 3-7 septas, miden 25-60 x 2-4 uym y la célula basal tiene forma de pie,
aunque raramente se observa. Los microconidios son de forma oval no septados, es
comun encontrar largas cadenas formando una especie de orejas de raton (Figura 6), se

pueden observar monofialides (Leslie, 2006).
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Figura 6. Morfologia de Fusarium verticilloides. A) Crecimiento de la colonia en los
granos de trigo; B) Crecimiento aéreo de la colonia en PDA, micelio algodonoso
blanquecino a rosaceo; C) Pigmentacion en el medio PDA, color violeta; D y E)
microconidios en largas cadenas (100X).

6.2.4. Fusarium equiseti.

La colonia en semilla fué inicialmente con micelio blanco pasando a un tinte durazno, que
mas tarde cambi6 a beige y finalmente a oliva obscuro o amarillo parduzco. Los aislados
presentaron micelio que al principio fue blanco y con el tiempo se torné de su color café
en ambos lados. Los macroconidios se observaban muy largos con una célula basal en
forma de latigo. El nimero de septos fué de 5 a 7, no presenté microconidios (Figura 7) y

forma clamidosporas.
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Figura 7. Morfologia de Fusarium equiseti. A) Crecimiento de la colonia en los granos
de trigo; B) micelio, con coloracion blanca; B) Pigmentacion en el medio PDA, color blanca
a café; D) Macroconidios muy largos con célula basal en forma de latigo (100X).

6.2.5. Fusarium oxysporum

La colonia en semilla creci6 con moderada rapidez y produjo micelio aéreo inicialmente
blanco que cambié a color durazno, salmon, a purpura, violeta. Los aislados presentaron
micelio algodonoso de escaso a abundante, con coloracion de blanca a violeta, la
pigmentacion en el agar fue de un color purpura (Figura 8). Los macroconidios cortos,
ligeramente curvos con la celula basal en forma de pie, usualmente con 3 septos.
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Microconidios de ovales a elipticos sin septacion, abundantes en micelio aéreo. Presenta

monofialides cortas y una abundante formacion de clamidosporas.

Figura 8. Morfologia de Fusarium oxysporum. A) Crecimiento de la colonia en los
granos de trigo color blanco; B) Micelio algodonoso de escaso a abundante, con
coloracion de blanca a violeta, pigmentacion en el agar color purpura; C) Monofialides
cortas; D) Macroconidios con 3 septos y microconidios aceptados (100X).

6.2.6. Incidencia de Fusarium spp. en granos de trigo

En el ciclo P/V 2013 la incidencia de Fusarium sp. en granos de trigo reporté niveles muy
elevados en todas las variedades muestreadas. La localidad de San Pedro Afafie,
alcanzé porcentajes de 100% en la variedad Rebeca y 93.75 % en la variedad Pavon.
Mientras que en las localidades de Santiago Tillo (var. Crioyo Venturero), Yanhuitlan (var.
Rebeca) y San Andrés Sinaxtla (var. Altiplano), presentaron los menores porcentajes de
incidencia, con 75% en los tres casos (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Incidencia de Fusarium sp. en granos de trigo en las localidades de los Valles

altos de Oaxaca en el ciclo de produccion Primavera-Verano de 2013.

Muestra Municipio Localidad Variedad Inc'dfnC'a
, . . : Criollo
1 Santiago Tillo Santiago Tillo Venturero 75
5 Santo Domingo Yanhuitlan | Yanhuitlan Rebeca 75
3 San Andrés Sinaxtla San Andrés Sinaxtla Altiplano 75
4 Santiago Tillo San Mateo Yucucui Criollo 81.25
Venturero
2 San Andrés Sinaxtla San Andrés Sinaxtla Nana 81.25
6 Santo Domingo Yanhuitlan Sitio Exper|~mental Nana 81.25
Mixteca Oaxaqueia
8 San Bartolo Soyaltepec San Pedro Afafie Rebeca 87.5
7 San Bartolo Soyaltepec San Pedro Afafie Pavon 93.75
9 San Bartolo Soyaltepec San Pedro Afafie Rebeca 100

*% de granos de trigo con presencia de Fusarium spp.

6.3. Analisis estadistico, paraincidencia de Fusarium spp en granos de trigo.

En el caso de la incidencia de especies de Fusarium en grano, se corrio un ANOVA al

95% y se encontraron diferencia entre variedades, se aplicé una prueba de Tukey con un

95% de confiabilidad y los resultados fueron que en la var. Pavon fue en la que se

presentd mayor incidencia de Fusarium spp y las de menor incidencia fueron la variedad

Criollo Venturero y Altiplano Cuadro 8. Al hacer el mismo andlisis, considerando el

municipio se encontré6 que Santiago Tillo, San Andrés Sinaxtla y Santo Domingo

Yanhuitlan fueron los municipios con menor incidencia,

Soyaltepec fué el municipio con mayor incidencia en grano Cuadro 9.

Cuadro 8. Analisis de incidencia de Fusarium spp.
por variedad; en granos.

Agrupamiento Medias Variedad
Tukey
A 93.75 Pavon
BA 85.58 Rebeca
BA 81.25 Nana
B 75.00 Altiplano
B 75.00 Criollo venturero

mientras que San Bartolo
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Cuadro 9. Andlisis de incidencia de Fusarium spp.
por municipio; en granos.

Agrupamiento Medias Municipio Variedad
Tukey
A 91.66 San Bartolo Soyaltepec Pavon y Rebeca
B 78.37 Santo Domingo Yanhuitlan Rebeca y Nana
B 78.12 San Andrés Sinaxtla Nana y Altiplano
B 75.00 Santiago Tillo Criollo Venturero

Las especies de Fusarium que se presentaron en las cinco variedades fueron Fusarium
graminearum y F. equiseti; mientras que F. temperatum y F. verticilloides se presenaron
solo en cuatro variedades, Criollo Venturero, Nana, Altiplano y rebeca, no afectaron a la
variedad Pavon; y F. oxysporum solo se encontré en la variedad. Nana y variedad
Rebeca. Cuadro 10, 11, 12,13, 14y 15.

Cuadro 10. Incidencia de Fusarium graminearum, F. temperatum, F. verticilloides, F.
equiseti y F. oxysporum en granos de trigo en las 9 muestras de los Valles Altos de
Oaxaca en el ciclo de produccion Primavera-Verano de 2013.

. . F.
Muestra | Variedad Incidencia F F. . equiseti F.
* graminearum** | temperatum** | verticilloides** - oxysporum**
1 Criollo 75 375 31.25 0 6.25 0
Venturero
5 Rebeca 75 25 18.75 31.25 0 0
3 Altiplano 75 31.25 25 12.5 6.25 0
Criollo
4 81.25 37.5 18.75 25 0 0
Venturero
2 Nana 81.25 37.5 12.5 25 6.25 0
6 Nana 81.25 56.25 0 18.75 0 6.25
8 Rebeca 87.5 43.75 31.25 0 12.5 0
7 Pavén 93.75 81.25 0 0 12.5 0
9 Rebeca 100 43.75 25 6.25 18.75 6.25

*0% de granos de trigo con presencia de Fusarium spp.
** 04 de incidencia por variedades
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Cuadro 11. Andlisis de la incidencia de F. graminearum en grano por variedades

Agrupamiento Medias Variedad
Tukey
A 81.25 Pavon
BA 46.88 Nana
B 37.50 Criollo venturero
B 37.50 Rebeca
B 31.25 Altiplano

Cuadro 12. Andlisis de la incidencia de F. temperatum en grano por variedades

Agrupamiento Medias Variedad
Tukey
A 25 Criollo Venturero
A 25 Altiplano
A 25 Rebeca
A 6.25 Nana
A 0 Pavon

Cuadro 13. Analisis de la incidencia de F. verticilloides en grano por variedades

Agrupamiento Medias Variedad
Tukey
A 21.88 Nana
A 12.50 Criollo Venturero
A 12.50 Altiplano
A 12.50 Rebeca
A 0 Pavon

Cuadro 14. Andlisis de la incidencia de F. equiseti en grano por variedades

Agrupamiento Medias Variedad
Tukey
A 12.50 Pavon
A 10.41 Rebeca
A 6.250 Altiplano
A 3.125 Nana
A 3.125 Criollo Venturero

Cuadro 15 Andlisis de la incidencia de F. oxysporum en grano por variedades

Agrupamiento Medias Variedad
Tukey
A 3.125 Nana
A 2.083 Rebeca
A 0 Altiplano
A 0 Pavoén
A 0 Criollo Venturero
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6.4. Identificacién Molecular

Al utilizar los primers Universales para hongos de White et al. (1990), ITS4/ITS5, se
obtuvieron fragmentos de 532 a 553 pb. Las secuencias obtenidas de estos
fragmentos fueron comparadas con GenBank del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI) del Instituto Nacional de Salud (NIH) de E.E.U.U. (Altschul et
al., 1997) obteniendo un 99% de similitud para el género Fusarium sp para la mayoria
de las muestras. Dado que con estos iniciadores no se obtuvieron resultados para uno
de los aislamientos (Cuadro 6), se obtuvo otra secuenciacion utilizando los primers
EF-1/EF-2.

Los fragmentos obtenidos al utilizar los primers EF-1/EF-2, que de acuerdo con
O’Donnell et al. (1998), amplifican el gen que codifica para una proteina del factor de
elongacion, fueron de 699 a 708 pb, permitiendo obtener similitudes del 99% para todas

las secuencias obtenidas cuando fueron comparadas con el GenBank.

Como resultado de la comparacion de las secuencias obtenidas de los aislamientos bajo
estudio, con la base de datos del GenBank, se corrobord que las especies de Fusarium
asociadas a la rofia del trigo en Valles Altos de Oaxaca son F. graminearum, F.
verticilliodes, F. temperatum, F. equiseti y F. oxysporum (Cuadro 16), que corresponden a

las especies identificadas de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas.

Cuadro 16. Resultados de la caracterizacién molecular de Fusarium spp. con los primers
ITS4/ITS5 y EF-1/EF-2

% de identidad con | % de identidad con
Hongo ITS4/ITS5 EF-1/EF-2
F. graminearum 99 99
F. verticilliodes 98 99
F. temperatum - 99
F. equiseti 99 99
F. oxysporum 99 99
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6.5. Discusion

Los altos niveles de incidencia y severidad de la enfermedad encontrados (mayores al
40%) pueden explicarse si se considera que los materiales en campo estuvieron
expuestos a condiciones de elevada humedad relativa, como resultado de los fendmenos
climatologicos del huracan “Ingrid y la tormenta “Manuel”, condicion que de acuerdo con
Fores ket al. (2007) e Ireta y Gulchrist (1994), favorecen la aparicion y desarrollo de la
rofia de la espiga del trigo.

Con relacién a las especies del género Fusarium aisladas a partir de granos con sintomas
de rofa del trigo, los resultados concuerdan con lo reportado por Moedano (2013), quien
reporto el aislamiento de Fusarium avenaceum, F. graminearum, F. verticilloides, F. nivale
y F. solani, como especies relacionadas a la enfermedad rofia de la espiga, a partir de las
variedades Rebeca F2000 y Tlaxcala F2000, en las localidades de Santa Lucia,
Chapingo, Coatepec, Juchitepec, Francisco |. Madero, Nanacamilpa, Francisco Villa,
Terrenate, Texcal, Tenango del aire y Jilotepec, Estado de México, durante los ciclos P/V
2010 y 2011. De la misma forma, concuerda con lo reportado por Gutierrez (2014) quien
seflala a Fusarium verticilliodes, Fusarium graminearum, Fusarium avenacearum y

Helminthosporium sativum asociados a semilla de trigo en Apizaco, Tlaxcala.

Los resultados del presente trabajo también concuerdan con Gilchrist-Saavedra et al.,
2005, quien encontré que en México, la especie que predomina como causal de la rofia
de la espiga de trigo es Fusarium graminearum, pero también estan presentes F.
culmorum, F. nivale, F. equiseti , F. avenaceum, F. verticillioides, F. proliferatum, F.

decemlullare, F. solani y F, oxysporum.

La importancia de las especies aisladas e identificadas radica en que Fusarium
graminearum ha sido reportada como agente causal de la enfermedad de la rofia del trigo,
ademas de que F. graminearum, F. verticilloides son consideradas productoras de
micotoxinas de importancia para la salud humana y animal y pueden ser transmitidas por
semilla y sobrevivir en residuos de cosecha, constituyendo una fuente importante de
inodculo de la enfermedad (Flores et al., 2007, Lozano et al., 2011, Orantes et al., 2011,
Ribichich y Vegetti, 2000/2001).
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7.- CONCLUSIONES

Dados que todas las variedades de trigo sembradas en Valles Altos de Oaxaca
presentaron altos niveles de incidencia y severidad de rofia del trigo, asi como incidencias
elevadas de Fusarium spp. en los granos de trigo, se considera que las condiciones de
humedad y precipitacion en los Valles Altos de Oaxaca, fueron determinantes en el
desarrollo de hongos del género Fusarium y de la enfermedad.

Los hongos patogenos identificados en los granos de trigo (Tritucum aestivum L.) en los
diferentes municipios (Santiago Tillo, Santo Domingo Yanhuitlan, San Andrés Sinaxtla y
San Bartolo Soyaltepec) en las variedades (Altiplano F2007, Criollo Venturero, Nana
F2007, Pavon y Rebeca F2000) durante el ciclo P/V 2013, fueron: Fusarium graminearum,

F. temperatum, F. verticilloides, F. equiseti y F. oxysporum.

La especie dominante es F. graminearum, se presentd en todas las localidades y en el
52.5% de los granos infectados por Fusarium spp, seguido de F. temperatum con el
21.6% y F. verticilloides 15.8%.

La técnica de PCR confirmé la correcta identificacion de las especies de Fusarium que se
reportaron como asociados a la sintomatologia de la rofia del trigo, en trigo de temporal

en Valles Altos de Oaxaca.
Debe considerarse darle un tratamiento quimico a la semilla o hacer incorporacién de

microorganismos de biocontrol a los suelos, que permitan inducir al equilibrio en los

suelos y reducir la densidad de enfermedades y de Fusarium sp.
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